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W. S. Iljin, 1888—1957 
Von 
Karl Héfler 
Aus Caracas kam uns die Nachricht, da Professor Dr. Wassilij 11 jin 
am 10. August 1957 unerwartet an den Folgen eines Herzschlages verschie- 


den ist. Mit ihm ist einer der gréBten und originellsten zeitgendssischen 
Pflanzenphysiologen von uns gegangen. 


[ljin wurde geboren am 17. Oktober 1888 in Poljany in Rufland. Er 
absolvierte das klassische Gymnasium in Riazan und studierte bis 1912 an 
der Naturwissenschaftlichen Fakultat zu Petersburg, organisierte sodann 
als Assistent und Lektor die ékologischen Untersuchungen an der biologi- 
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schen Steppenstation im Gouvernement Woronesch und wurde 1917 Dozent 
und bald Professor und Prorektor der Universitat Jekaterinoslav (jetzt 
Dnjeprpetrowsk). Als er 1920 mit seiner Gattin emigrieren mufte, ging 
er zuerst nach Polen, sodann nach Prag, wo er unter Bohumil Némec bis 
zu dessen Riicktritt vom Lehramt an der tschechischen Karls-Universitat 
eine Wirkungsstatte fand. Ein wesentlicher Teil seines wissenschaftlichen 
Werkes ist in dieser Zeit entstanden. Er war in Prag auch Rektor der 
Russischen Freien Universitat und der Russischen Akademie der Wissen- 
schaften und Prasident der Association of Russian Scientists. Von 1941 bis 
1944 konnte ich ihm in Wien in einem Filiallaboratorium meines Instituts, 
das die Kurstadt Baden eingerichtet hatte. Arbeitsméglichkeit schaffen. Im 
Marz 1945 iibersiedelte er an das Botanische Institut der Universitat Inns- 
bruck. das unter Prof. Piseks Leitung steht. 1947 ergingen aus Siidamerika 
vier Berufungen an ihn, und zwar aus Argentinien, Uruguay, Venezuela 
und Chile. Er wahlte Venezuela und blieb auch, als eine neue Berufung an 
die Universitat Buenos Aires an ihn gelangt war, in Caracas, wo man ihm 
groBziigig seine Wiinsche zum Ausbau eines Laboratoriums bewilligte. Seit 
1953 war er auch Professor der Pflanzenphysiologie an der landwirtschaft- 
lichen Fakultat der Universitat Venezuela. 


Der vom Schicksal reich bewegte auBere Lebensgang Iljins konnte 
seinem wissenschaftlichen Werk keinen Abbruch tun, dessen Linie wir seit 
seiner Jugend gerade verlaufen sehen. nach Art des ..Klassikers* in Ost- 
walds Sinne. Ich erinnere mich. als Student in Molischs Seminar ein Referat 
iiber Iljins erste in deutscher Sprache verdéffentlichte Arbeit gehéri zu 


haben, und Molisch hat damals den grundlegenden Charakter der Beobach- 
tung Iljins, daB beim Offnen der Stomata der osmotische Wert der Schlief- 
zellen auf das Zwei- bis Dreifache ansteigt. beim SchlieRen wieder auf den 
Ausgangswert absinkt, geriihmt. Lloyds Befund vom Starke-Zucker-Wech- 
sel (1908) und Iljins genannte Erstlingsleistung (1913) haben die moderne 
Stomataphysiologie begriindet. 

Durch seine weiteren, grofenteils mit Freilandpflanzen gefiihrten Unter- 
suchungen zur Spaltenphysiologie, zur Physiologie des Welkens, der At- 
mung und CO,-Assimilation wurde er ein Mitbegriinder und Pionier der 
physiologischen Okologie. Es folgten Studien iiber Salzwirkung und Salz- 
resistenz. Als nachste Gro®tat kann Iljins Untersuchung der Austrocknungs- 
fahigkeit und Trockenresistenz der Pflanzenzelle gelten. Der Tod beim Ein- 
trocknen wird sehr oft nicht durch Wasserverlust und Entquellung des 
Cytoplasmas, sondern durch mechanisches Zerreifen bewirkt. Dieses lat 
sich u. a. durch vorangegangene Plasmolyse vermeiden. Die Zellen ver- 
tragen das Austrocknen im allgemeinen. um so leichter, je kleiner sie sind, 
je dicker die Plasmaschicht und je weniger madhtig die Zellsaftvakuole ist. 
Austrocknungsfahigkeit der Zelle und des Protoplasmas sind also ganz ver- 
schiedene Dinge. Erst als durch Iljin der mechanische Trockentod geklart 
war, konnte ich, an ihn ankniipfend, an Lebermooszellen, die beim 
Trocknen mechanisch nicht geschadigt werden, artspezifische Verschieden- 
heiten der plasmatischen Trockengrenzen ermitieln. — Fiir Kaltetod und 
Kalteresistenz gelten ganz analoge Gesetzmafigkeiten. Seine Ergebnisse 





W. S. Iljin, 1888—1957 191 


iiber ,,Wiederbelebung* nach Austrocknung und Abkiihlung faft Ijin in 
einem Summary of his scientific work (S. 316) zusammen, fiir dessen Uber- 
lassung wir seiner Witwe, Frau Anna Iljin, zu warmem Dank verbunden 
sind. Ubrigens hat Iljin seine wichtigsten Arbeiten iiber Kalte- und Trocken- 
resistenz [47, 49, 56—59| in der Zeitschrift Protoplasma ver6éffentlicht. 

Seit 1935 galt sein Hauptinteresse der Physiologie und Biochemie der 
Kalk- und Kieselpflanzen. Seine wahrhaft grundlegenden Arbeiten in 
dieser Richtung |65—70] sind zum Teil an schwer zuginglichem Ort in der 
Schriftenreihe der Association Russe pour les recherches scientifiques a 
Prague publiziert und haben ihre Wirkung noch lange nicht getan. Als ein 
Hauptergebnis sei festgehalten, daft Iljin [69] nach dem Saurehaushalt zwei 
Haupttypen von Bliitenpflanzen unterscheiden kann, solche, die vornehm- 
lich Apfelsdure, und solche, die vornehmlich Oxalsaure im Zellsaft fiihren. 
Die Malatpflanzen enthalten meist auch Zitronensdure, wahrend ihnen die 
Oxalsiure vollig fehlt. Umgekehrt enthalten die Oxalatpflanzen Apfel- 
und Zitronenséure nicht oder nur in Spuren. Iljin fand nun auf Grund 
umfassender Analysen, die er in unermiidlicher Arbeit selbst durchfiihrte. 
da die meisten auf Kalkboden lebenden Gewachse Malatpflanzen, die 
kalkmeidenden aber Oxalatpflanzen sind. Das Calciummalat ist ja im 
Wasser lislich, wahrend das Calziumoxalat fast unléslich ist und in Form 
von Kristallen ausfallt. In Wien-Baden, wo seine Untersuchungen vem 
Deutschen Forschungsdienst geférdert wurden. hat Iljin u. a. gezeigt [75| 
daft der osmotische Wertanstieg, welchen Freilandpflanzen der Kalkhiigel 
heim Einbruch sommerlicher Hitze erfahren, zum wesentlichen Teil auf 
Umwandlung von Zucker zu Apfelsaiure beruht: diese liefert dann mit auf 
Vorrat gespeichertem Calcium das als osmotischer Zellsaftstoff wirksame 
Maiat — ein Vorgang, der den Namen .Anatonose“ zu Recht verdienen 
wiirde. Aus demselben Ca-armen Gneisgestein konnien Malatpflanzen wie 
Anthyllis vulneraria vielmal mehr Ca herausholen als z. B. am selben 
Standort vergesellschaftet wachsende Calluna vulgaris. Iljin generalisiert 
aber nicht. Seltenere Sondertypen hat er schon in seiner Hauptarbeit [69| 
beschrieben. 

Eine der schénsten Entdeckungen der Wiener Zeit bestand im Nachweis 
|71—74, 76—77], daB bei der Kalkchlorose (Calciose), einer Krankheit, die 
bei Kulturpflanzen auf an Kalk iiberreichem Boden auftritt, eine gewaltige 
Zunahme geléster Zitronensdure einsetzt und dafB deren Erzeugung schon 
am erkrankenden Baum oder Strauch beginnt, solange die Blatter noch 
normal griin sind und duBerlich von der Krankheit noch nichis erkennen 
lassen. Die gesteigerte Zitronensdurereproduktion gehért zu den biochemi- 
schen Prozessen, welche die Calciose ganz allgemein begleiten. Daf auch 
der N-Stoffwechsel wesentlich verandert und in falsche Bahnen gelenkt 
wird, hat Iljin weiter in umfassenden Untersuchungen dargetan. Daf nicht 
Eisenmangel die Chlorese der Nicht-Kalkpflanzen auf Kalk- und Dolomit- 
biden bewirkt, ist jetzt wohl allgemein anerkannt. Iljins Lehre vom bio- 
chemischen Typus der Pflanzen {76| enthalt ein grofziigiges Programm, das 
zu weiterer Untersuchung anregen wird. 

Mit der Ubersiedlung nach Caracas brechen leider die bis dahin laufen- 
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den Untersuchungen ab. Was die in spanischer Sprache verdffentlichien 
Arbeiten, die meist das Thema Boden und Pflanzenchemismus behandeln, 
an Neuem enthalten, ist fiir uns noch nicht zu iibersehen. Im Besitz seiner 
Witwe, Frau Anna Iljin, ist das Manuskript eines Lehrbuches der Pflanzen- 
physiologie, das teils in russischer, teils in spanischer Sprache vorliegt und 
der Veréffentlichung harrt. Ein kleines posthumes Manuskript [103] kénnen 
wir in diesem Heft bringen. 

W. S. Iljin war eine durch Kraft und Giite, Energie und Milde aus- 
gezeichnete Persénlichkeit. Der grofe Forscher wird denen, die das Gliick 
hatten, ihn auch als Menschen kennenzulernen, unvergessen bleiben. 
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Determination of Nitrogen in Plants Using Hypobromate 
and Avoiding Distillation 


By 
W. S. Ijin 


‘nstituto de Ingenieria Agricola, Falcultad de Agronomia, Universidad Central 
de Venezuela, Maracay, Venezuela 


(Received Dezember 253, 1957) 


In investigational and industrial laboratories the Kjeldahl method is 
widely used to determine nitrogen in various kinds of biological materials. 
This method is based on the oxidation of organic substances by digestion 
with concentrated sulphuric acid in the presence of catalyzers. Nitrogen 
is converted quantitatively into ammonia which is fixed in the solution. 
Upon the addition of sodium hydroxide the ammonia is liberated, then 
distilled, and absorbed in a solution of known concentration of sulphuric or 
hydrochloric acid. 

A modified method consists in collecting the distilled ammonia in a 
saturated solution of boric acid which absorbs the ammonia as borate, which 
is then liberated with acid. 

The distillation of ammonia by continuous boiling brings about the pas- 
sage of vapor from the solution under investigation, the vapor traps the 
ammonia, is condensed in a refrigerant, and passes to a receiver which con- 
tains the acid of known concentration. Steam distillation notably reduces 
the time required. In distilling it is possible to continue condensing the 
droplets of ammonia, which being alkaline neutralize and thus change the 
concentration of the known acidic solution in the receiver; the nitrogen 
values obtained thus are excessive. Such a result occurs when boiling is 
vigorous or when the passage of the vapors from the solution is very rapid. 
By having a trap just ahead of the entrance to the refrigerant one can 
reduce the error but this precaution does not always avoid it. Dr. Valeri, 
who has had a great deal of experience in distilling ammonia, concluded 
that it is necessary to use a train of 4 traps to obtain an effective reduction 
of error. He covered the traps with calcium sulphate to avoid refrigeration 
(personal communication). The author obtained similar results in the pre- 
sent study using one trap and intense distillation with steam, the error 
being 10-15% or more. By modifying the apparatus more accurate results 
were obiained. 
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Another way of impeding the transfer of alkali to the receiver consists 
in pulling air through the apparatus which contains the liquid being in- 
vestigated and through the receiver, without boiling it. This method re- 
quires as much as 4 or more hours. To hasten the giving off of ammonia 
one can heat to a temperature of 70—90°C. To avoid distilling, as by the 
Kjeldahl method, one can determine directly the materials in the solution 
after digestion. In general, one can employ the colorimetric method of 
Nessler. The use of this method with plants gives questionable results in 
the majority of cases. 

Another method is also used in clinical and biochemical laboratories to 
determine nitrogen directly. It is based upon the reaction between am- 
monia and bromine in alkaline solution. In the course of this reaction 
gaseous N, is liberated, as follows: 


2 NH, +3 Br, +6 NaOH = N,+6H,0 + 6 NaBr 


This reaction was used by van Slyke (1927) who first submitted such 
materials as serum, blood, and urine to digestion with sulphuric acid, 
phosphoric acid, and potassium sulphate. With the organic nitrogen thus 
converted to ammonia he neutralized the excess acid and added hypo- 
bromate. With two minutes nitrogen was liberated and then determined 
volumetrically. This became the method used in clinics by Peters and 
van Slyke (1932). 

Rittenberg and Schoenheimer (1935), Rittenberg et al. 
(1946), Springer and Rittenberg (1949) Kenten (1956), and Glo- 
ver (1956) described in detail this method and also the preparation of the 
reagents. These authors applied the method in clinics. They heated the 
material for 18 hours with sulphuric acid and catalyzers, by the Kjeldahl 
method, then distilled the ammonia in 0.07 N sulphuric acid, and after- 
ward applied very alkaline hypobromate. 

Rappaport (1949), in analyzing blood and urea, measured the 
quantity of hypobromate which reacted with ammonia, and the quantity 
remaining as hypobromate after the reaction. From this he calculated the 
quantity of nitrogen. 

By use of the principles underlying these methods the author has devised 
a method for measuring the nitrogen of plant. tissues, as presented in this 
report. This method depends upon the reactivity of ammonia with hypo- 
bromate. To a solution of bromine or potassium bromide is added sodium 
hydroxide to produce hypobromate; the hypobromate reacts with ammonia, 
as previously indicated. Hypobromate is applied in excess and one cal- 
culates the quantity of bromine which does not react and that which re- 
mains as hypobromate. The bromine which is left as hypobromate is deter- 
mined iodometrically, after first freeing the bromine by acidification, as 
follows: 


NaOBr + NaBr + H,SO, = Br, + Na,SO, + H,O 


After applying potassium iodide to react with bromine, the iodine 
remains free: 


Br, +2KI=I,+2Br 
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Iodine is determined, as follows, with thiosulphate: 
I, +2 Na,S,O, = 2 Nal + Na,S,O, 


As can be seen in the foregoing equations three atoms of bromine react 
with one atom of nitrogen, that is one mol of bromine corresponds to 
1/; mol of nitrogen, or 1cc of 0.01 N solution of Na,S,O, combined in the 
titration of iodine corresponds to 0.14 —3 = 0.0467 mg of nitrogen. 


Reagents 


1. Buffer solution. Dissolve 169.0 boric acid and 29.2 g NaOH in 800 ml 
of water, heat for 30 minutes to eliminate ammonia, cool, make up to 
1 liter and filter. 

2. Bromine solution. Dissolve 25g potassium bromide in 700ml of 
water, add 2.5 ml of bromine, and make up to a liter. Store in a cold room. 

3. Hypobromate solution: In a 500ml measuring cylinder put 100 ml of 
solution 2 (bromine solution), add 6ml of normal sodium hydroxide and 
125 ml of the buffer solution, fill with water to the mark. Pour the mixture 
into a dark-colored flask and stopper well. This solution should be pre- 
pared each time and used fresh. 

4. Indicator solution. In 30 ml of 1 N NaOH solution dissolve 25 mg of 
methyl red, and 100 mg thymol blue, add water to make 100 ml. 

5. A 5% solution of sodium fluoride, filtered. 

6. A6N acid solution made by diluting 180 ml of concentrated sulphuric 
acid to a liter. 

7. Alkaline solution made by dissolving 2350 g NaOH in a liter of water. 

8. A 10% solution of dibasic sodium phosphate made by dissolving 
100 g Na,HPO, in a liter of water, but if one uses a salt having 7 molecules 
of water of crystallization the one takes 190 grams of the salt, of 12 mole- 
cules of water then 250 ¢ of salt. 

9. A 0.01 N sodium thiosulphate solution made by dissolving 24.822 ¢ 
Na,S,O,. 5H.O in a liter. In the tests this solution is diluted to 1/19 this 
concentration. 

10. A 1% starch solution made by using 5g of soluble starch mixing it 
with a little cold water and stirring it into 400 ml of boiling water. Then 
dilute to 500 ml and 100g of sodium chloride. This solution will last a long 
time without changing. 

11. Potassium iodide crystals. 

12. A known stock nitrogen solution. Dry sulphate of ammonia in an 
oven at 105°C., dissolve 0.4717g in a liter water. Add 30ml of con- 
centrated H,SO,, and make up to a liter. One ml then contains 0.1 mg of 
nitrogen. 


Procedure 


All of the manipulations hereinafter described have been made on the 
basis that one takes 0.5 g dry, powdered plant tissue that has been digested 
in a Kjeldahl flask with 6—7 ml of concentrated H,SO,, 1 g of potassium 
sulphate, and 1 ml of an 8% solution of copper sulphate. After completing 
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the digestion the solution is diluted to 23 ml in a volumetric flask. For the 
determination an aliquot is taken which cught not to contain more than 1 mg 
of nitrogen. This should require about 2—3 ml of the solution, tissues con- 
taining little nitrogen requiring 5 ml for an adequate sample and those rich 
in nitrogen requiring only 0.5ml. The aliquot is put into a 250 ml Erlen- 
meyer flask, 1—2 ml of solution 8 (sodium phosphate) is added and 20 ml of 
water for each milliliter of the original solution. Then 1—2 drops of in- 
dicator (solution 4) and 1.5ml of sodium fluoride (solution 35) are added. 


Bromination 


The solution of sodium hydroxide is added drop-wise until the liquid 
acquires a blue color (do not add to excess) and immediately with a 
volumetric pipette exactly 20 ml of hypobromate (solution 3) is stirred in. 
In another 250ml Erlenmeyer, one prepares a check or control containing 
{2 ml of phosphate solution, 20—30 ml of water, 1.5 ml of sodium fluoride 
solution (solution 5) and one drop of indicator (solution 4) alkalinized 
until a blue color appears, and finally 20 ml of hypobromate solution is 
added. The two vessels are left standing for 5 minutes and then a few 
crystals of potassium iodide are added and 8—10ml of 6N sulphuric acid 
(solution 6). As a result of this reaction bromine is set free which reacts 
with the potassium iodide and the iodine is liberated. Wait 1—2 minutes 
and titrate the free iodine with sodium thiosulphate, at the beginning 
without starch and then at the end of the reaction when the yellow color 
almost disappears, add 4—5 drops of the starch solution (solution 10) 
whereupon the color becomes blue. Continue the titration until the de- 
colorization is complete and do not take into account the return of the blue 
color after a lapse of 1—2 minutes. 

The difference between the quantity of thiosulphate consumed in the 
control and that consumed in the solution investigated will give the quantity 
of nitrogen in the tissue being tested, 1 ml of 0.01 N sodium thiosulphate 
corresponding to 0.0467 mg of nitrogen. 

This difference ought not to be less than one quarter to one third the 
total volume consumed by the control. When 20 ml of hypobromaie is taken 
the control consumes approximately 36 ml, the investigated sample ought 
to consume 24—28 ml of 0.01 sodium thiosulphate solution. Only when pro- 
ceeding thus is the direct proportion between the content of thiosulphate 
and nitrogen maintained. If the difference is less than the value indicated 
it is necessary to decrease the quantity of solution investigated to be taken 
for determination. 

To evaluate the solution of thiosulphate and determine the quantity of 
nitrogen that corresponds to 0.01 N Na,S,O,, normality of this solution is 
determined (with a solution of iodine) or it is calculated basing the deter- 
mination of nitrogen in the known solution of ammonium sulphate (solution 
12). For the test 5-10 ml of this solution are taken, and tested as just de- 
scribed. In this way, using the same method for all determinations, the 
relation between the known thiosulphate and the content of nitrogen can be 
calculated. 
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Discussion and Control of the Method 


The method described permits making more exact measurements and 
with greater rapidity than by use of the Kjeldahl method. The valuation 
of hypobromate decreases in time so that when many determinations are 
being made it is necessary to control the titration by taking a control test 
for each 5 or 6 experimental measurements. 

The control of the method makes use of pure solutions of ammonium 
sulphate and also with solutions of the wet ash obtained by digestion of 
tissues of different plant tissues. 


Experiments 


In this instance the exact quantity of stock solution of ammonium sul- 
phate (solution 12) with 0.1mg of nitrogen per milligram was used, i.e. 
1 ml = 0.0467 of nitrogen. 

The results of these determinations are shown in Table 1. 


Table 1. Determination of nitrogen in a stock solution. 





N given, Total Na:S.03 Average Difference N found, 
mg per 001 mg N mg 





0 43.0, 42.9, 43.1 43.0 0 0 
2 38.8, 38.7, 38.7 38.7 4.3 2.00 
5 32.4, 32.3, 32.9 32.3 10.7 4.96 
10 21.8, 21.5, 21.3 21.5 21.5 10.05 
15 10.6, 10.4, 10.4 10.5 32.5 15.20 


Rappaport (1949) recommends two ways of preparing the bromine 
solution: (a) Of KBr and Br, as indicated in the preparation of reagents 
(solution 2); and (b) Dissolving 32g KBr, 28g KBrO,, and 100ml 1N 
H,SO, in one liter of water. 

The efficiency of both reagents was shown in determination of nitrogen 
in the wet ash of Centrosema and Gallinazo and also in the solution of 
ammonium sulphate. The results of determinations of these three materials 
were alike and for this reason only the results with Centrosema are pre- 
sented in Table 2. The values given are averages of several determinations. 

The values found show clearly that reagent A controls better the direct 
proportion between the nitrogen given and the consumption of bromine. 
A portion of the reagent does not enter the reaction as the comparison of 
consumption of thiosulphate shows. In reagent A, that part which corre- 
sponds to 8 ml of 0.01 N Na,S,O,, and in reagent B, that which corresponds 
to 16 ml does not react. This indicates that 1/4 of A and almost 1/2 of B 
remains inactive. In consequence one is able to determine with reagent A 
by this method a milligram and a fraction of nitrogen and with reagent B, 
a lesser quantity. 

In the following experiment repeated determinations were made, com- 
paring two methods for measuring 1 mg of nitrogen. 
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1. Titration of the bromine that did not react. 

2. Determining the difference between the control and the quantity of N 
consumed in the reaction. The average of measurements for (1) was 14.26 
and for (2) was 21.44, the amount of nitrogen found being 1 mg from each 
method. 

In the following experiments the amount of nitrogen in the wet ash of 
various plants was determined exactly. 10 ml of the solution of ash were 
distilled in 0.1 N sulphuric acid by the Kjedahl method. In this way a 


Table 2. Camparison of values from use of two bromine solutions, A and B. 





| Total NaoS.03 consumed | 


Difference N, mg found 
per 0.0i mg N 


N given 





0 “ | 36.2 0 
0.326 | 29.15 | 4 325 0.325 
0.652 22.0 e : 0.654 
0.978 15.4 | ‘s : 9.954 
1.304 : 16.1 | 279 | 20. . 0.924 
1.630 : as | ae 9. 3 0.918 
1.956 x 16.4 29.0 = | ; 3 0.909 


distillate containing sulphate of ammonia was obtained in which the 
amount of nitrogen was determined. In this method alkalis do not interfere 
or change the results and the ash remains freed of impurities. The distil- 
lation should proceed until the volume of liquid becomes 100 ml. Twenty ml 
is then taken for the determination after which the total nitrogen in 100 ml 
of distillate or in 10 ml of solution of ash is calculated. 

First we will discuss the distillate of a pure solution as a control of 
this method. Distillation of 1 mg of nitrogen was repeated 12 times, 
2 determinations of N being made each time. The results are presented in 


Table 3. 


Table 3. Determination of N in test solution, containing 1 mg of N. 


0.98, 1.02, 0.99, 0.99, 1.00, 1.00, 1.02, 0.99, 1.01, 1.03, 1.01, 1.03. Average = 1.006 mg N. 
10 ml of a solution of the ash of Centrosema were distilled in the same way 

with the following results: 

0.96, 0.99, 0.94, 0.94, 0.96, 0.93, 0.99, 0.96, 0.96, 0.94, 0.99. Average = 0.95 mg N. 
Then nitrogen was determined directly, from 8 ml without distillation, i.e. 

according to the method described herein, with the following results: 

0.94, 0.96, 0.94, 0.94, 0.94. Average = 0.95 mg N. 


The resulis of determinations made with distillation and without distil- 
lation thus agree exactly, in spite of the presence of impurities in the 
wet ash. 

Next, determinations were made using distillate from the ash of milo 
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and direct determination without distillation. When calculated on the basis 
of 1 ce the following resulis were obtained from the distillate: 

0.94, 0.94, 0.95, 0.95, 0.94, 0.95, Average 0.94 mg N: and from direct 
determination 0.94, 0.93, 0.95, 0.95, 0.95, 0.94. Average 0.94 mg N. 

A series of comparative analyses of different samples of Guinea grass 
were made, using 20 cc of distillate and 2 cc of ash solution, with the 
following results: 


Table 4. Analyses of Guinea grass to determine content of nitrogen. 





No. of plant 1138 1140 1141 1144 1145 1146 1147 1148 
N in distillate 0.626 0.383 0.784 0.364 0.360 0.500 0.509 | 0.420 
N in wet ash 0.620 0.374 0.794 0.364 0.360 0.504 0.514 0.420 


The experiments which follow, were made to determine the quantity of 
reagents and the length of time required for the reactions to take place. 

1. With hypobromate. From 4 to 12 ml of normal NaOH were added to 
100 ml of the bromine solution (solution 1). The brown color, due to the 
presence of free bromine, was maintained within the range of 4 to 12 ml of 
added NaOH, and turned lemon yellow beyond 6ml. Then 19.5ml of 
buffer solution was added and the volumes were made up to 500 ml. 2.5 or 
3.0 ml of wet ash of Guinea grass were employed in the determinations 
with the results shown in Table 5. 


Table 5. Determination of nitrogen in wet ash of Guinea grass. 





Normal NaOH Aliquot 


ml 2.5 5.0 ml 





0.228 
0.228 
0.231 
0.230 
0.231 
0.226 
0.231 


Sees 


ie 


tow bt bw bo to bo 


As can be seen, the amounts of NaOH were without influence in the 
results of determinations. The writer, therefore, employed 6 ml. NaOH and 
obtained consistent results. 

Similarly wet ash of milo, a species rather rich in nitrogen, in different 
amounts was used with different quantities of normal NaOH to determine 
the nitrogen content. The results are presented in Table 6. 

The values with milo, using different amounts of NaOH, agree with each 
other. 

2. Quantity of phosphate solutions. In this case the amount of phos- 
phate solution used varied from 0.5 to 5.0 ml for 2.2 ml of wet ash, as 
shown in Table 7. 
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As can be seen the results are the same within this range, and the 
writer recommends the use of 1.0 to 2.0 ml of phosphate solution. 


Table 6. Determinations of nitrogen in wet ash of milo. 





Amounts of normal NaOH used and mg 
of N. found 


4 ml 6 ml 8 ml 


M1 of wet 
ash 





0.473 0.473 0.478 
0.479 0.479 0.470 
0.474 0.476 0.472 
of 0.472 0.472 0.472 





Average 0.475 | 0.475 | 0.475 


3. Amount of water to add ‘to the wet ash. It is recommended that in 
excess of 20-30 ml of water be added, even though the amount of water 


Table 7. Results of determinations in which the quantity of phosphate solution 
varied. 





Na oH PO, 
ml 





N mg 0.302 0.302 0.302 0.302 0.302 0.304 0.300 0.302 


does not effect the results of determinations. Water does prevent excessive 
heating when alkali is added. 


Table 8. Determinations of nitrogen in the wet ash of Guinea grass, with differing 
amounts of added water. 





Amount of water 


ml 





Mg Nitrogen found 0.347 0.350 0.352 0.350 0.352 0.350 0.347 


In the experiments made the amount of water added ranged from 5 to 
100 ml. The results are shown in Table 8. 


Table 9. Determination of nitrogen in wet ash with varying quantities of H,SO,,. 





Quantity of 6N 


5.0 10.0 | 15.0 
H2SO,4, ml 





Mg nitrogen found | 0.322 0.358 0.360 0.359 


4. Amount of 6 N acid necessary to liberate the bromine that will react 
with KI. In these experiments from 2.5 to 15 ml of H,SO, were used with 
the results presented in Table 9. 
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The reaction was delayed when small amounts of acid were used, as 
was decolorization during titration with thiosulphate. The color returns 
rapidly. By titrating gradually the results are similar to those obtained 
when larger quantities of acid are used, but the results are less open to 
question when the decoloration takes place rapidly. By so doing 1 to 2 
minutes are saved. The writer recommends that 8—10 ml of 6 N H,SO, 
be used. 

5. Time necessary for hypobromate and ammonia to react. In these 
experiments 3 ml of wet ash of Guinea grass were treated with optimum 
amounts of the appropriate reagents for different periods ranging from 
{ to 30 minutes. Then crystals of sodium iodide and 6 N H,SO, were added. 
Average resulis for determinations of nitrogen in 1 ml of wet ash are given 


in Table 10. 


Table 10. Measurements of nitrogen content to determine the time required for 
hypobromate to react with ammonia. 





Time, minutes 1 3 5 10 15 





Mg nitrogen, found | 0.299 | 0.308 | 0.319 322 | 0.324 0.320 | 0.322 


These results indicate that the reaction is completed within 5 to 
10 minutes. 

6. Time required for complete liberation of iodine after the application 
of KI and acid. The time interval employed in these tests ranged from 
30 seconds to 6 minutes, as presented in Table 11. 


Table 11. Time required for separation of iodine as measured by nitrogen content. 





| lmin. | 2min. | 3min. | 4 min. 6 min. 


Time intervalls | 30sec. 





| 


Mg N, found | 0.33 0.323 | 0.322 | 0.323 0.323 0.323 


As shown, the reaction is completed within a few seconds and one can 
proceed immediately with the titration. It is recommended not to allow 
the iodine solution to stand long because the iodine can evaporate. 


Summary 


A method is described for determining nitrogen directly in solution after 
wet combustion of plant tissue with concentrated H,SO,,. 

The wet ash is diluted with water, alkalinized and afterwards an exact 
quantity of hypobromate together with a known quantity of bromine is 
added. Bromine is set free and afier acidification reacts with sodium iodide, 
freeing the iodine. The quantity of iodine is determined with thiosulphate. 
From the difference between the blank and the unknown material the 
quantity of bromine which reacts is calculated and also the quantity of 
nitrogen. 
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The control of the method described showed that a direct correlation 
exists between the quantity of nitrogen in the unknown maierial and the 
quantity of bromine that reacts. But the exact proportion is observed only 
when no more than 2/3 of the total quantity of bromine is consumed in 
the reaction. 

The quantity of nitrogen found in the distillate of wet ash, when steam 
distilled, coincides almost exactly with that found when using the method 
herein described. 

All the reagents and their concentrations were controlled, and the best 
were selected on the basis of comparative tests. 
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It is generally acknowledged that a specific morphogenesis M is a 
function of two variables, the genic actions g inherent from the parents, 
and the environments e which surround the organic body. This relationship 
is formulated as 

M= f (g ’ e). 

In other words, when individuals of the same genotype are reared in 
different environments, their morphogenetic patterns are destined by the 
environments, but when individuals of different genotypes are kept in the 
same environment their morphogenesis is determined by their own genotype. 
The morphogenesis in general proceeds with a definite orientation along 
a certain axis of the body. In plants, for instance, roots or rhizoids are 
formed away from the light while the shoots away from the gravity. When 
the hydranth differentiates upwards in hydroids, their base forms in the 
opposite direction. Herein, a question is raised as to which of the two 
variables, g and e, actually determines the morphogenetic orientation. This 
is the theme of the present article. 

That there is an orientation in morphogenesis is not a peculiar character 
to a certain species, but a non-specific character throughout almost all of the 
morphogenetic phenomena. Actually, a differentiation without an orien- 
tation is not observed (Bonner 1952, Biinning 1952, 1953, Child 1923, 
etc.). This fact strongly implies that the orientation of the morphogenesis 
is not controlled by specific genic actions. This, further, is verified by ex- 
periments. That is, the same material inheriting the same hereditary 
factors is determined its morphogenetic orientation in various directions 
when reared in different external conditions. For instance, when the egg 
of Fucus furcatus, a brown alga, is illuminated unilaterally with white light 
or with ultraviolet light, the rhizoid develops on the side away from the 
light source (Whitakerand Lowrance 1936, Whitaker 1941, 1942). 
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By this method the rhizoid may be formed on any side of the egg, in- 
dicating that the morphogenetic orienation is not controlled by hereditary 
factors but merely by the environmental gradient. In addition to the 
illumination, it has been revealed that pH gradients (Whitaker and 
Lowrance 1936, Whitaker 1937a, b, 1938), temperature gradients 
(Lowrance 1937), auxin gradients (Oslon and DuBuy 1937), electric 
current (Lund 1923), etc. are also effective on the same determination. 
Sometimes, double patterns forming two rhizoids in opposite directions 
are able to appear in the same Fucus eggs affected by polarized light 
(Jaffe 1956). Further, similar experiments are reported in other plants 
and animals, indicating the réle of environmental gradients in the morpho- 
genetic determination. In these respects, both M and e in the preceding 
formula can be rewritten to M and e respectively, and the formula is trans- 
formed to 


M =f le.e) 


to express their having orientation. That is, the oriented pattern in the 
morphogenesis is the function of genic actions and unilateral environments. 


It would then be interesting to know as to if the morphogenesis does or 
does not occur when the germ cell is reared in a completely uniform en- 
vironment. Experiments reveal that it also does occur. For instance, in eggs 
of Rana fusca the cleavage proceeds normally even if the eggs are reared 
being rotated irregularly in water (Kathariner 1901). When eggs of 
Coccophora, a Japanese fucoid, are kept in a ceaseless irregular rotation 
in sea water by means of air bubbles, the rhizoid protuberances are formed 
as well as kept in still sea water (Nakazawa 1956a). Similar results 
were obtained in Equisetum spores (Nakazawa 1956b). These ex- 
periments verify that in these germ cells their early morphogenesis pro- 
ceeds autonomically even in uniform external conditions. It seems, there- 
fore, that in these cells a directed groundwork, over which at least the 
primary genic actions take place in the early morphogenesis, is already 
existent in their protoplasm independently of the environment. Herein, 
when a morphogenesis proceeds in a uniform environment e, another 
variable p must be taken into account besides genic actions and uniform 
environments, so in such a case the preceding formula must be transformed 
into 


M=f(e.p.e). 


If the intracellular conditions were completely uniform, a morpho- 
genesis would not occur. A morphogenesis, therefore, must be preceded 
by an oriented disuniformity within the cell, in which genic actions perform 
their specific réles. Accordingly, if an oriented disuniformity of a certain 
kind is already existent in a germ cell, the genic actions are able to work 
in different regions differently. as S te rn (1955) points out. In consequence, 
it is natural that the cell starts into a specific morphogenesis even in a 
uniform environment. The aforecited Rana eggs, Coccophora eggs, and 
Equisetum spores are examples of this kind. Fucus eggs are also presumed 
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to be of the same example (W hitaker 1940). If, however, such a germ 
cell is reared in an environment having a unilateral physical gradient 
which brings about a stronger asymmetrical disuniformity in the cell, the 
predetermined groundwork will be naturally modified, in consequence, 
the morphogenetic orientations will be turned in a different direction. Ex- 
periments on Fucus eggs aforementioned are examples of this kind. The 
intracellular disuniformity in these respects has been known as the proto- 
plasmic polarity. Therefore, the polarity is a groundwork for genic actions. 
In such a sense, a specific 
morphogenesis is a func- 
tion of three variables: 
genic actions, protoplasmic 
polarity, and environ- 
ments. This relationship 
can be illustrated in Fig. 1. 
That is, each gene takes 
its part in morphogenesis 
being determined its acting 
field by the polarity which 
can be affected by the 
environment. 
In these respects, even 
a primitive organism which 
Fig. 1. Relationship between genes, protoplasmic appeared for the first time 
polarity, genic actions, and the environments, © the earth would have 
showing that the part of each genic action is 4@ polarity since it had 
determined by the polarity, resulting in the a specific morphology. 
specific morphogenesis. Therefore, the artificial 
: “biopoesis,” which is being 
planned by Oparin (1957) and others, would not be possible if it were 
not that the coacervate is bestowed a polarity. 


genic actions 


protoplasmic «--- environments 


a set of genes 
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It was discovered by Pfeffer (1886) and was more recently studied 
by Prowazek (1907, 1909), Low (1916) and by Prat (1931) that when 
some plant cells were stained vitally crystal-like demixing appeared in the 
cytoplasm. For instance, when Polysiphonia cells are stained with 
methylene blue or with neutral red, demixing appears in so various pat- 
terns as they are of needle-, sickle-, band-, and spindle-shapes, Details, 
however, have not yet been investigated. Especially, a question still remains 
as to whether the demixing is adsorption of dye particles to a certain 
matrix or it is mere partial gathering of those. This time, the writer made 
some experiments to apply TTC (i. e. 2,3, 5-triphenyl tetrazolium chloride) 
to Polysiphonia cells, as a result peculiar reduction patterns were observed. 
In addition, demixing of neutral red also experimented. It will be re- 
ported here with some discussions. 

In April, 1957, Polysiphonia urceolata and P. fibrata were collected at 
a reef near the Marine Biological Station of Asamushi, Aomori Prefecture, 
Japan. Both of them were reared for a while in glass vessels containing 
filtered sea water. About 1 cm. of their apical part was cut off for use of 
the experiment. The apical branchlets thus obtained were placed separately 
in sea waters of pH 5, 6, 7, and 8 adjusted by use of Mcllbaine’s buffer 
for one hour. Then they were removed into different sea waters of the 
above pH series containing 0.05 per cent TTC. Ten minutes later, they 
were taken out with each medium on slide glasses, covered, and observed. 
The same experiments were carried out with 0.01 per cent neutral red. 

About an hour later, deep red precipitations began to be perceived in 
the cell, showing that TTC was reduced to formazan insoluble with water 
(Fig. 1). The precipitation appeared not homogeneously but gathering at 
various parts in club-, comma-, thread-, plate-, or drop-form (Fig. 3). The 
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reduction patterns were different according to the cell, but almost the same 
within the same cell. Generally, reduction appears very little in the apical 
cell. The larger the cell, the larger patterns appear, so that in cells at the 
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apical region club- or comma-formed patterns are the most common. 
Contrarily in a very large cell, some giant reduction patterns are formed 
(Fig. 3d). Drop-formed bodies are rather rare, but they tend to appear 
in a certain cell under abnormal physiological conditions. The size of the 
pattern varies in time. At first, there begins to appear small red bodies at 
Protoplasma, Bd. L/2 16 
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various points of the cell, then they grow up to each maximum size. Their 
form also varies with the lapse of time. In the beginning, while they are 
rather small, they are of comma- or club-form, but as they grow larger 
they are gradually transformed to be of thread- and then of plate-form. 
In a small cell, however, their growth 
ceases at a certain degree. When 
0.5 per cent sodium hydrosulphite 
solution is added to, red precipi- 
tations appear uniformly in every 
cell even in the apical cell where 
the reduction was almost negligible 
so that the peculiar patterns become 
obscure. That is, though TTC is 
also permeable to the apical cell, it 
is reduced there very little, so that 
neither peculiar patterns nor uni- 
form red precipitations are observed 
in that cell were it not that hydro- 
sulphite is added to. When the cell 
is broken the reduction patterns are 
pushed out into the medium, and 
they remain there for a long while. 
The same reduction occurred at each of the pH range from 5 to 8. It also 
took place in filamentous cells branching from the main thallus (Fig. 1 e). 
It is noteworthy that in any cell the re- 

duction appears only in cytoplasm but not i \ : 

in vacuole. This can be seen clearly in the \ b 
optical section in which the reduction pat- F sige 
terns are arranged in periphery of the cell \ :_ ——_ 
devoiding the vacuole which is situated in — a” 
the central part. The reduction does not bad 

occur when cells are experimented after 

being treated with hot sea water at 30°C. 

for two minutes or killed with 5 per cent 

formalin. This indicates that TTC reduction 

is peculiar to the living cell. The reduction ye . 

patterns once formed cannot be removed — 
even with 90 per cent alcohol. 














Fig. 2. Neutral red demixing in Poly- 
siphonia urceolata. a Apical cells. b cells 
at a greater distance from the apex. 
c optical section, d demixing in a 
filamentous cell. ap apical cell; n 
nucleus: de demixing. 


Fig. 3. TTC reduction patterns 
Clear deep red demixing appeared in P. urceolata. 

in cytoplasm when the material was 

immersed in neutral red sea water. The demixing patterns were almost 
the same as those appeared with TTC. Like in the case of TTC, as 
a rule demixing does not occur in the apical cell, or if it occurs its 
pattern is irregular and of orange color different from those appeared in 
other cells. The demixing pattern cannot be dispersed even if the cell is 
removed into normal sea water or into distilled water. But they can be 
dissolved with 70 per cent alcohol, so that the apical cell becomes colorless 
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being taken of the dye, while the other cells become uniformly red. Dif- 

ferent from TTC, neutral red demixing sometimes appears even after the 

cell was treated at 30°C. (Tab. 1). If, however, the cell is killed at 60° C. 

or with formalin, demixing cannot appear any more. The same result was 

obtained in P. fibrata both in neutral red demix- 

ing and in TTC reduction. ¢ .* T b 
The solution of TTC is colorless. It turns to Yes ~ 

red by reduction after being take into the cyto- 4 C 

plasm. This, however, does not take place if the e ~~ 

cell is killed previously by various means, as 2 

above stated. That is, the phenomenon is at- e 

tributed to a peculiar function of the living cell. e 

lit, however, occurs very little or not at all in the 

apical cell, showing that the apical cell is of a 

special different property. The difference cannot % 

be explained as that TTC is less permeable to the 4 

apical cell. Because it can be also stained red * 

with reduction of TTC taken into itself when Fig. 4. Neutral red de- 

sodium hydrosulphite solution, a reducing agent, mixing in P. urceolata. 

is added to. That is, TTC is also permeable to the 

apical cell, while there it remains without being reduced under natural con- 

dition. It appears that there are some special cell organs or the like 


TO 
——__ 


Table 1. TTC reduction and neutral red demixing in Polysiphonia cells fresh 
and killed by treatments with temperature and with formalin. 





Experimental 
condition TTC Neutral red 
reduction demixing 
Material 





at 45° C 
50° C 
60° C 
65° C 

with 


formalin 


killed 


where formazan particles, i.e. the reduced TTC, can be gathered. That 
is, considering from that the maximum size of the reduction pattern 
differs according to the size of cell in which it appears but almost of the 
same size within the same cell, it does not seem that the reduction patterns 
are mere gathering of formazan particles but it appears that there are some 
colorless cell organs or the like where the reduction occurs selectively. 
16* 
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When sodium hydrosulphite is added to, reduction of TTC occurs uniformly 
in the cell so that the preceding reduction patterns become obscure. This 
also indicates that the natural reduction of TTC was occurring selectively 
at the special cell organs which were stained red before the application of 
sodium hydrosulphite in spite of being surrounded by cytoplasm filled with 
TTC which was stained merely when the reducing agent was applied. 
Demixing of neutral red was also less remarkable in the apical cell, im- 
plying a peculiar property of that cell. From the similarity of neutral 
red demixing patterns to those of TTC reduction, it appears that the 
demixing is adsorption of dye particles by some special cell organs which 
reduce TTC so far as the present experiments are concerned. The difference 
between critical temperatures to invalidate TTC reduction and to invalidate 
neutral red demixing strongly implies that the two properties, reduction 
and demixing. are based respectively on different protoplasmic conditions. 


Summary 

1. When cells of Polysiphonia urceolata and P. fibrata are immersed in 
sea water containing 0.05 per cent TTC (=2,3,5-triphenyl tetrazolium 
chloride), the agent is reduced to formazan so that deep red patterns appear 
in cytoplasm. The reduction patterns are so various as they are of drop-. 
comma-, club-. thread-, and plate-forms. The larger the cell, the larger 
patterns appear. 

2. When the same material is soaked in sea water dissolving neutral 
red, clear dark red demixing appears in the cytoplasm. The demixing pat- 
terns are almost the same in their forms as TTC reduction patterns. 


3. Both TTC reduction and neutral red demixing do not take place in 
the cell killed with hot sea water or with formalin. 
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Temperatur- und osmotische Resistenz von Meeresalgen 
der bretonischen Kiiste* 
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Einleitung 


Die Metheden der .,.vergleichenden Protoplasmatik* (H 6 f le r 1932), wie 
Bestimmung der Permeabilitat, Vitalfarbung, Resistenz gegen verschiedenste 


Einwirkungen, .Nekroseabliufe usw., haben gelehrt, da die Plasmen ver- 
schiedener Pflanzen sich in ihren konstitutionell gegebenen Eigenschaften 
oft stark unterscheiden kénnen. Soweit es sich aber um die Resistenz des 
Plasmas gegen dkologische Faktoren, wie Trockenheit, Kalte, Warme, Licht, 
stoffliche Zusammensetzung des Substrates, handelt, zeigt sich, da diese 
Okologischen Resistenzen* fiir die Pflanzen eines gegebenen Standortes je- 
doch meist recht ahnlich sind. Das Ausmaf der ékologischen Resistenz ist 
hbestimmend fiir die Lebensméglichkeit einer Pflanze an einem bestimmten 
Standort. Die Erfassung dieser 6kologischen Resistenzen wird somit zu 
einem vorirefflichen Mittel, um mit zellphysiologischer Methodik etwas iiber 
die Zugehorigkeit einer Pflanze zu einem bestimmten, durch extreme Um- 
weltfaktoren ausgezeichneten Biotop auszusagen. Es erscheint somit be- 
rechtigt, diesen sich mit den Beziehungen der Plasmaeigenschaften zu den 
Umwelterfordernissen befassenden Ausschnitt der Zellphysiologie als 
.protoplasmatische Oekologie* (Bieb1 1939b) besonders herauszuheben. 

Wenn auch fiir manche Fragen, etwa nach den optimalen Lebens- 
bedingungen einer Pflanze, die Untersuchung physiologischer Ablaufe (Assi- 
milation, Atmung, Transpiration usw.) aufschlu@reicher sein wird, so kann 
doch der zellphysiologische Resistenzversuch durch die Bestimmung der 
Grenzen der Widerstandsfahigkeit des Protoplasmas besonders klare Aus- 


* Professor Dr. Karl Héfler zum 65. Geburtstag in dankbarer Verehrung 
gewidmet. 
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sagen machen iiber die ékologische Breite der Lebensméglichkeit des be- 
treffenden Organismus. 

Protoplasmatische Unterschiede sind an Meeresalgen nach verschiedenen 
Richtungen hin zu erwarten, da sich auch ihre Lebensriume in verschiedener 
Hinsicht wesentlich unterscheiden: Algen der Gezeitenzone, die bei Ebbe 
freiliegen, miissen austrocknungsfahig sein, sie miissen hohe Lichtinten- 
sititen und auch Lichtqualitaten ertragen, die zu den Tiefenalgen keinen 
Zugang mehr finden, sie miissen in unseren Breiten im Sommer Hitze und 
im Winter Kalte ertragen und sie miissen schlieBlich eine wesentlich gréRere 
Resistenz gegen verdiinntes oder konzentriertes Seewasser besitzen als die 
stindig vom Wasser bedeckten Algen der Tiefe. Entsprechende Unter- 
schiede der Plasmaeigenschaften von Gezeiten- und Tiefenalgen konnten 
auch schon in einer Reihe von Untersuchungen aufgefunden werden (Bie bl 
1937, 1938, 1939. a, 1952, 1956a, b). 

Vorliegende Arbeit greift noch einmal an einem grofen Material von 
Griin-, Braun- und Rotalgen der bretonischen Kiiste um Roscoff die Frage 
der Kalte- und Warmeresistenz sowie der osmotischen Re- 
sistenzbreite von Algen verschieden tiefer Standorte auf. 

Die Untersuchungen wurden im Sommer 1957 an der Station Biologique 
de Roscoff (Finistére, Frankreich) durchgefiihrt. Es ist mir ein Bediirfnis, 
dem Direktor der Station, Herrn Prof. Dr. Georges Teissier, sowie den 
Herren des Instituts fiir die freundliche Aufnahme und entgegenkommende 
Hilfe auch an dieser Stelle aufrichtigen Dank zu sagen. 

Der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften in Wien habe ich 


fiir die Gewahrung einer Forschungsunterstiitzung zu danken. 


Material und 'Methodik 


In Roscoff stand mir durch die freundliche Hilfe des jungen Wiener 
Botanikers cand. phil. Julius Ernst, der seit zwei Jahren als Forschungs- 
stipendiat im C.N.R.S.-Paris tauchend dkologische und soziologische Stu- 
dien an Algen der franzésischen Kiisten anstellt (Ernst 1955), ein be- 
sonders reiches und schénes Algenmaterial zur Verfiigung. Die unier- 
suchten Algen wurden nicht durch Dredschen, sondern durch Herrn Ernst 
iauchend am natiirlichen Standort gesammelt und von ihm auch bestimmt. 
Fiir beides danke ich ihm herzlich. 

Aus 6—8 Meter Tiefe (unter dem Nullpunkt der franzésischen 
Marinekarten = tiefste Aquinoktialebbe) in der Umgebung von ,,Les gran- 
des Fourches“ auf Schalengrusboden wurden heraufgeholt die Griinalgen 
Ulva cf. olivacea, Cladophora hutchinsiae, die Braunalgen Sporochnus 
pedunculatus, Arthrocladia villosa und die Rotalgen Dudresnaya verticil- 
lata, Halimenia latifolia, Calliblepharis ciliata, Bonnemaisonia as paragoides, 
Falkenbergia rufulanosa, Antithamnion plumula, Antithamnion sarniense, 
Sphondylothamnion multifidum var. piliferum, Pleonosporium borreri, 
Neomonospora furcellata, Griffithsia flosculosa, Acrosorium uncinatum, 
Heterosiphonia plumosa und Brogniartella byssoides. 

In 20—25 Meter Tiefe bei der Felseninsel Le Calhic niachst 
der gréBeren Insel Sieck wurden auf unregelmafigem Felsboden und 
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zwischen schiitteren Bestanden von Laminaria hyperborea gesammelt die 
Braunalgen Halopteris filicina, Dictyopteris membranacea, Dict yota dicho- 
toma und die Rotalgen Callophyllis laciniata, Kallymenia reniformis, 
Kallymenia armoricana', Meredithia microphylla, Rhodophyllis divaricata, 
Calliblepharis ciliata, Plocamium coccineum, Delesseria sanguinea, Poly- 
neura hilliae, Drachiella spectabilis und Heterosiphonia plumosa. 

Die angefiihriten Dra- 
chiella spectabilis, eine 
vordem unbekannte Rot- 
alge. wurde von Ernst 
tauchend im  Unter- 
wuchs von Laminaria- 
Bestanden (L. hyperbo- 
rea und L. ochroleuca) 
entdeckt, wo sie mit He- 
terosiphonia plumosa, 
Kallymenia_ reniformis, 
Meredithia microphylla 
u. a. vergesellschaftet 
vorkommt. Durch ihr 
fast ausschlieBliches Vor- 
kommen im Unterwuchs 
von Laminarien in 
3—25 Meter Tiefe unter 
dem Nullniveau und 
durch das flache An- 
haften des Thallus an 
der Unterlage durch 
Klammerorgane (Hap- 
teren) an den Enden der 
Thalluslappen, ist sie 
bisher, trotz haufigen 
Vorkommens, durch die 
Dredsche niemals zu- 
tage gefordert worden. Abb. 1. 


woes” 


2 oes 


et 


he 


Versuchsanordnung zur Bestimmung der 
Die Alge ist eine Nito- Warmeresistenz. (Einhangethermestat ..Thermomix™ 
phylloidee aus der der Fa. B. Braun-Melsungen, Westdeutschland.) 
Gruppe Myriogramme 
und wurde von Ernst und Feldmann (1957) als Art einer neuen Gat- 
tung beschrieben und nach dem franzésischen Unterwasserbiologen Prof. 
Drach benannt. Von Drach (1949) stammt auch eine erste floristisch- 
faunistische Beschreibung der standig submersen Laminarienbestande und 
ihres in verschiedener Tiefe variierenden Aufwudchses. 

Aus 10—15 Meter Tiefe nachst der [le de Batz stammien die 
Braunalge Desmarestia ligulata und die Rotalgen Rhodymenia palmata, 


1 Manuskriptname von J. Ernst einer von ihm in Bearbeitung befindlichen 
neuen Art. 
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Rhodymenia pseudopalmata, Halurus equisetifolius, Membranoptera alata, 
Phycodris rubens und Cryptopleura ramosa. Die Rotalgen wuchsen zumeist 
epiphytisch an den Stengeln (Cauloiden) von Laminaria hyperborea. 

Aus 3—8 Meter bei Rade de Brest nachst Ponte de lArmori- 
que kam die Rotalge Laurencia obtusa. 

In 12—15 Meter, bei der kleinen Felseninsel .Le Paradis“ in 
der Baie de Morlaix wurde die Tiefengriinalge Cladophora pellucida 
und die in den Warmeresistenzversuchen verwendete Rotalge Kallymenia 
armoricana gesammelt. 


Tab. 1. Temperatur und Salzgehalt des Meermassers in der Baie de Morlaix 
mwahrend des Jahres 1957 in 0, 25 und 40m Tiefe (einmal monatlich gemessen) 
(nach Angaben des Wissenschaftlichen und technischen Instituts fiir Meeresfischerei 


in Roscoff) 





Temperatur °C Salzgehalt °/5 
Om 25m 40m Om 25m 40m 


Monat 





Februar 9,90 9,90 9,80 35,20 35,21 35,21 
Marz 10,35 10,20 10,20 35,03 35,10 35,10 
April 11,50 11,40 11,40 34,87 34,87 34,88 
Mai 12,30 12,10 12,10 34,89 34,90 34,92 
Juni 13,20 13,20 13,20 34,93 34,95 34,97 
Juli 14,30 14,20 14,20 35,03 35,03 35,03 
August 15,80 15,70 15,50 35,07 35,10 35,10 
September 15,60 15,50 15,50 35,12 35,14 35,14 
Oktober 15,05 14,90 14,90 35,13 35,14 35,14 
November 12,30 12,50 12,50 35,17 35,17 35,17 
Dezember 10,10 10,20 10,15 35,10 35,10 35,10 


Einem Dredschzug aus ca. 10 Meter Tiefe bei Chateau du 
Toureau entstammt lediglich die Rotalge Stenogramme interrupta. 

Alle iibrigen in den Versuchen verwendeten Algen wurden bei Ebbe in: 
der Gezeitenzone zwischen Ile Verte und Le Loup, teils freiliegend, 
teils in Tiimpeln oder unmittelbar an der Tiefwasserlinie gesammelt. 

Die Nomenklatur folgt dem ..Inventaire de la Flore Marine de Roscoff* 
von Feldmann (1954). 

Inden Temperaturresistenzversuchen wurden die zu prii- 
fenden Temperaturen im allgemeinen 12 Stunden lang auf die in weit- 


halsigen Glasflaschchen in Seewasser liegenden Algenproben einwirken ge- 


lassen. 

Zur Durchfiihrung der Kilteresistenzversuche standen zwei Kialtekam- 
mern zur Verfiigung, die auf — 8 und — 2°C einreguliert waren und Kalte- 
schrinke mit den Temperaturen +3, +3 und +7°C. Bei —8°C waren 
die Algen fest eingefroren und wurden vor der mikroskopischen Unter- 
suchung bei + 3°C langsam aufgetaut. Bei — 2°C war das Seewasser noch 
nicht gefroren. 

Zur Untersuchung der Warmeresistenz wurden die Flaschchen mit den 
in Seewasser liegenden Algenproben in mit Leitungswasser gefiillte Glas- 
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becken gehangt, die durch Einhangethermostaten (,,.Thermomix* der Fa. 
B. Braun, Melsungen, Westdeutschland) auf + 24°, + 279,+ 30° und + 359°C 
erwaérmt wurden (Abb. 1). 

Die Hypo- und Hypertonieresistenz wurde in der iiblichen 
Weise (Bieb1 1937, 1938 usw.) durch Einlegen der Algenproben in Serien 
weithalsiger, mit den verschiedenen Seewasserkonzentrationen gefiillter 
Glasflaschchen bestimmt. Lésungsmenge 20 cm’, Einwirkungsdauer 24 Stun- 
den. Die Lésungsreihen umfaften 0,0 (dest. H,O), 0,1; 0,2 usw. bis 1,0 (nor- 
males Seewasser) fiir die Bestimmung der Hypotonieresistenz und durch 
Mischen von normalem mit auf halbes Volumen eingedampftem Seewasser 
(2,0 S. W.) bzw. von diesem mit auf ein Viertel der urspriinglichen Menge 
eingedampften Seewasser (4,0 S. W.) erhaltene Stufen von 1,1; 1,2 usw. bzw. 
2,1; 2,2 S. W. usw. fiir die Bestimmung der Hypertonieresistenz. 

Um die gefundenen Resistenzgrenzen in Beziehung zu den dkologischen 
Erfordernissen des Standortes setzen zu kénnen, bringt Tab. 1 eine Zu- 
sammenstellung von Temperatur und Salzgehalt des Meerwassers 
in der nachst Roscoff gelegenen Baie de Morlaix im Verlauf des Jahres 1957. 
Ich verdanke sie durch die liebenswiirdige Vermittlung von Frau Dr. M. 
Swedmark dem , Institut Scientifique et Technique des Péches Mari- 
times“ in Roscoff, Finistére, Frankreich. 


I. Temperaturresistenz 


Die Lebensméglichkeiten einer Pflanze kénnen fiir jede einzelne Um- 
weltbedingung in Form einer Optimumkurve dargestellt werden. Von 


einem bestimmten Minimum ab vermag die Pflanze iiberhaupt erst zu 
leben, bei einem Optimum gedeiht sie am besten und beim Uberschreiten 
eines Maximums stirbi sie ab. Dies gilt auch fiir die Temperatur. Pflanzen, 
die innerhalb weiter Temperaturgrenzen zu leben vermégen, bezeichnet 
man als eurytherm, solche, die einem schmalen Temperaturbereich angepaBt 
sind, als stenotherm, wobei diese wieder kalt- oder warmstenotherm sein 
kénnen. 


In einem mittleren Temperaturbereich wird die Lage der bei verschie- 
denen Pflanzen verschieden hoch, gelegenen Optima der Temperatur in 
erster Linie mafgebend fiir ihr Vorkommen sein. Wahrend ihre Resistenz 
nach oben und unten vielleicht noch keine wesentlichen Unterschiede auf- 
weist, wird sich ihre Einstellung zu den Temperaturgegebenheiten ihres 
Standortes am Ablauf gewisser physiologischer Vorgange wie Atmung 
und Assimilation schon deutlich zu erkennen geben. 

Je extremer aber die Temperaturbedingungen am Standort werden, 
um so mehr wird die verschiedene Besiedlung dieser Lebensraume auch in 
der plasmatischen Resistenz gegen hohe und tiefe Temperaturen zum Aus- 
druck kommen. Meist erst kurz vor Erreichen der Todesgrenze werden St- 
rungen im Zellgeschehen auch mit zellphysiologischen Methoden an. Ver- 
anderungen von Lage, Form und Farbe der Plastiden, an Anderungen der 
Plasmaviskositat, der Permeabilitat, des Verhaltens bei Vitalfarbung usw. 
erkennbar. Das Absterben der Protoplaste zeigt schlieBlich im protoplas- 
matisch-dkologischen Versuch das Uberschreiten der Resistenzgrenzen an 


Protoplasma, Bd. L/2 17 
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und erlaubt es, einen Resistenzbereich scharf abzugrenzen. Kalte- und 
Warmeresistenzbestimmungen werden 6kologisch dann besonderen Aussage- 
wert besitzen, wenn sie gleichzeitig an einheitlichem Pflanzenmaiterial eines 
gegebenen Standortes vorgenommen werden, so daff durch sie fiir die be- 
treffende Pflanze der Bereich der Temperaturresistenz nach oben und unten 
festgelegt ist. 

Untersuchungen iiber die Abhangigkeit von Atmung und CO.-Assimi- 
lation der Meeresalgen von der Temperatur liegen von Kniep (1914), 
Harder (1915), Ehrke (1931) und besonders aus neuerer Zeit von 
Montfort, A. Ried und J. Ried (1955, 1957) vor. Die letztgenannten 
Autoren haben (1955) litorale und sublitorale Algen des Osiseegebietes nach 
viermonatiger Vorkultur bei + 149°C einem dreistiindigen Temperaturstof 
von + 32°C ausgesetzt und nachher Atmung und Assimilationsleistung be- 
stimmt. Wiahrend die Gezeitenalgen nach dieser Zeit schon wieder 75% (Fucus 
vesiculosus) und 85% (Chaetomorpha linum) der urspriinglichen Assimi- 
lationsleistung erreicht hatten, zeigten Algen aus 8m Tiefe (Laminaria 
saccharina, Furcellaria fastigiata) Depressionen bis weit unter den Kom- 
pensationspunkt. Die genannten Autoren unterscheiden danach eurytherme 
thermostabile und stenotherme thermolabile Algeu. Ahnlich verhielten sich 
auch andere Gezeiten- und Tiefenalgen. Laminaria saccharina, Delesseria 
sanguinea und Rhodomela subfusca blieben sogar nach zehn Tagen Riick- 
kiihlung mit ihren Assimilationswerten noch im Minusgebiet. 

In der zweiten Arbeit (1957) wurden marine Gezeiten- und Tiefenalgen 
jeweils drei Stunden bei + 229, + 279, +329 und + 37°C belassen und ihre 
Atmungs- und Assimilationsleistungen hierauf iiber zwoélf Tage hin ver- 
folgt. Es fanden sich dabei vielfaltige Abstufungen. Bei den empfindlichsten 
Arten traten die ersten irreversiblen Schaden schon nach einem dreistiindi- 
gen Aufenthalt bei + 25°C, bei den resistentesten erst nach einem gleich 
Jangen Verweilen bei +38,5°C auf. In allen Fallen zeigten sich klare 
Beziehungen zwischen Resistenz und Standortanspriichen. Ein wesentliches 
Ergebnis dieser Untersuchungen war schlieBlich, daB auch ein mehrmonati- 
ger (4—7 Monate) Aufenthalt bei niederen Temperaturen (— 1° bis + 1° C) 
die Warmeresistenz im allgemeinen nicht herabzusetzen vermochte. Die 
Resistenzgrade erwiesen sich als weitgehend erblich fixiert. Der Einfluf 
des Vorlebens konnte nur bei einigen labilen, pragsamen Formen (Delesseria 
sanguinea, Laminaria digitata) eine maximale Verschiebung der Leital- 
temperatur um etwa 2°C bewirken. Enteromorpha compressa oder Chaeto- 
morpha linum erwiesen sich unter gleichen Versuchsbedingungen als ganz 
besonders thermostabil. 


Grenzen der Kalte- und Wirmeresistenz 


Schon Sachs (1864, S. 10) schrieb: ..Es ist wahrscheinlich, da8 dieselbe 
Pflanze imstande ist, einer hohen Temperatur bei kurzer Einwirkungsdauer 
zu widerstehen, wahrend sie durch dieselbe bei langer anhaltender Wirkung 
get6tet werden wiirde. Demnach kann also von einem héchsten bestimm- 
ten Temperaturgrad, den eine Pflanze ertragt. nicht wohl die Rede sein.“ 
Ein schénes Beispiel fiir die Abhangigkeit der Hitzeresistenz von der Dauer 
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der Temperatureinwirkung gibt Ayres (1916) fiir die marine Rotalge 
Ceramium tenuissimum aus der Bai von San Franzisko, wo sie bei einer 
Wintertemperatur von 9—10°C und einer Sommertemperatur, die 20°C 
kaum erreicht, die ihr angemessenen Lebensbedingungen findet. Er stellte 
die Lebensdauer von Grad zu Grad zwischen 28 und 38°C fest und sah 
die Alge bei 28°C nach 300—400 Minuten, bei 33°C nach 75—85 Minuten 
und bei 38°C nach 7—10 Minuten absterben. 

Es ist daher notwendig, sich fiir vergleichende, ékologisch ausgerichtete 
Resistenzbestimmungen auf eine geeignete, einheitliche Einwirkungsdauer 
der zu priifenden Temperaturen festzulegen. Von den Meeresalgen sind 
den stirksten Temperaturschwankungen am natiirlichen Standort die Be- 
siedler der Gezeitenzone ausgesetzt, fiir die Ebbe und Flut in einem Rhyth- 
mus von etwas iiber 6 Stunden wechseln. Die schon in einer vorangegan- 
genen Untersuchung iiber Warme- und Kalteresistenz von Meeresalgen des 
Golfes von Neapel (Bie b1 1939 a) gewahlte Versuchsdauer von 12 Stunden 
diirfte daher fiir eine ékologische Auswertung hinreichend lange sein. 


1. Gezeiten- und Tiefenalgen 
Tab. 2 bringt eine Zusammenstellung der Kalte- und Warmeresistenzen 
von Gezeiten- und Tiefenalgen der Umgebung von Roscoff, geordnet 


Tab. 2. Temperaturresistenz der Meeresalgen um Roscoff (zwélfstiindige Ein- 
wirkungsdauer der Temperaturen). 





Warmeresistenz 





Griin: 
Ulva lactuca 





Enteromorpha compressa 





Cladophora rupestris 
Braun: 

Pylaiella littoralis 
Cladostephus verticillatus 
Rot: 

Porphyra umbilicalis 


Gezeitenzone 


Catenella repens 
Callithamnion hookeri 








Braun: 
Colpomenia peregrina 
Rot: 


Bonnemaisonia hamifera 








Asparagopsis armata 


Gezeitentiimpel 
und Ebbelinie 


Polysiphonia elongata 








— 
~I 
* 
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KaAlteresistenz 


Kontrolle 


Stand- 
ort 


+ 19° 





Griin: 
Ulwa ct. olivacea 





Cladophora pellucida 





Cladophora hutchinsiae 





Braun: 
Dictyota dichotoma 








Halopteris filicina 
Sporochnus pedunculatus 
Arthrocladia villosa 

Rot: 


Stenogramme interrupta 











Bonnemaisonia asparagoides 
Asparagopsis armata 
Falkenbergia rufulanosa 
Antithamnion plumula 
Antithamnion sarniense 





Pleonosporium borreri 
Neomonospora furcellata 
Acrosorium uncinatum 
Laurencia obtusa 








Dudresnaya verticillata 
Dilsea carnosa 
Halimenia latifolia 








Kallymenia armoricana 
Kallymenia reniformis 
Meredithia microphylla 
Rhodymenia palmata 
Rhodymenia pseudopalmata 
Griffithsia flosculosa 
Halurus equisetifolius 





Membranoptera alata 
Delesseria sanguinea 


Pa ee ee ee ee ee ee ee 
a ee a ee ee ee 


1 
] 
1 
l 
1 
1 
1 
1 
l 
l 
1 
1 
] 
1 
1 
1 
l 
1 
1 
l 
1 
1 
1 


See 


Phycodris rubens 














1 = lebend, + = teilweise tot, + = alles tot. 


7 Sa 


nach Griin-, Braun- und Rotalgen. Die Rotalgen der Tiefe sind zudem 
geordnet nach ihrer Kalteresistenz. Als auffallendstes Ergebnis zeigt sich, 
daft die wiahrend der Ebbe vollkommen freiliegenden Gezeitenalgen ein 
Einfrieren bei — 8°C ertragen, wiahrend die Tiefenalgen durchwegs bei 
Eisbildung absterben. 

Jene Algen der Gezeitenzone, die durch das Einfrieren ebenfalls tédlich 
geschidigt werden, sind durchwegs in ihrem Vorkommen auf zuriickblei- 
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bende Seewassertiimpel (tidepools) bzw. auf die vom Wellenschlag erreichte 
Tiefwasserlinie (Ebbelinie) beschrankt. 

Dies gilt in gleicher Weise auch fiir die bisher auf ihre Temperatur- 
resistenz untersuchten Algen des Golfes von Neapel (Bieb] 1939a). Auch 
hier ertragen die unter Umstanden bei Tiefwasser freiliegenden Gezeiten- 
algen, wie Cladophora hamosa, Cl. laetevirens, Bangia fuscopurea, Porphyra 
leucosticta und Polysiphonia pulvinata wahrend 12 Stunden ein vélliges 
Einfrieren bei — 7°C, 
wiahrend die Tiefenal- 
gen gleichfalls ihre 
Lebensgrenzen bei 
—2°C (Seewasser noch 
nicht gefroren oder so- 
gar schon bei +1 bis 
+2°C hatten. 

Kylin (1917), der 
die Kalteresistenz von 
Gezeiten- und Tiefen- 
algen in Kristineberg 
an der _ schwedischen r ROSCOFF, 
Westkiiste (Abb. 2) 
untersuchte, priifte seine 
Algen durch zehnstiin- 
dige Einwirkung von 
— 2,99 C (eben gefroren), 
— 49, —5,7%bis herunter 








zu — 20°C. Die echten, J F MA WSA AS O WOO 
wihrend der Ebbe frei- Abb. 2. Kurven der mittleren Monatstemperaturen 
liegenden Gezeitenalgen des Oberflichen-Meerwassers nachst Roscoff und 
ertrugen durchwegs Kristineberg (Gullmarsfjord, schwed. West- 
ein Einfrieren bis zu kiiste, 58° n. Br., Messungen von 1939). 

— 16,8°C. Enteromorpha (Nach M. Swedmark, 1956.) 
intestinalis, Fucus vesi- 

culosus, Fucus seratus und Ascophyllum nodosum lebten sogar noch nach 
Einfrieren bei —18 bis —20°C. Von den Tiefenalgen lebten bei — 4° C, 
bei welcher Temperatur das Seewasser bereits zu Eis erstarrte, nur noch 
Ceramium rubrum und Phycodris rubens, doch waren nach Einfrieren bei 
—5,7°C auch diese tot. Delesseria sanguinea und Laurencia pinnatifida hat- 
ten bei — 2,9°C (Seewasser eben gefroren) ihre Lebensgrenze und Trailiella 
intricata wurde sogar schon durch diese Temperatur getitet. 

Da das Seewasser bei — 2,9°C eben erst gefroren war, ist mit grofer 
Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daf es infolge der héheren Konzentration 
des Zellsaftes auch bei der von K y lin fiir Ceramium rubrum und Phy- 
codris rubens gefundenen tiefsten Lebensgrenze bei — 4°C in den Zellen 
noch nicht zur Eisbildung gekommen ist. Es wird daher nach dem bisher 
bekannten verallgemeinert werden diirfen: Echte, bei Ebbe frei- 
liegende Gezeitenalgenertragenin Gebieten, in denen 
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die Lufttemperatur im Winter unter 0°C absinkt, ein 
vollkommenes Einfrieren, wahrend sowohl die Algen 
der Gezeitentiimpel und der Ebbelinie wie vor allem 
simtliche Tiefenalgen durch Temperaturen, die zur 
Eisbildung fiihren,inder Regel getétet werden. 

Hinsichtlich der Warmeresistenz sind die Unterschiede zwischen 
Gezeiten- und Tiefenalgen in Roscoff nicht so grof wie in Neapel. Es darf 
dies als Ausdruck der Anpassung der Gezeitenal gen an das regionale 
Grofklima angesehen werden. In Neapel lebten saimtliche untersuchten 
Gezeitenalgen (Cladophora spinulosa, Cl. Bertolinii, Cl. hamosa, Cl. laete- 
virens, Bangia fuscopurpurea, Porphyra leucosticta, Polysiphonia pulvinata) 
nach zwolfstiindigem Aufenthalt in + 35°C, wahrend diese Temperatur unter 
den Gezeitenalgen von Roscoff nur mehr von der besonders widerstands- 
fahigen Enteromorpha compressa ertragen wurde. Alle anderen hatten ihre 
Lebensgrenze schon bei + 30°C, wahrend die Algen der Gezeitentiimpel 
und der Ebbelinie sogar erst bei + 27°C und darunter am Leben blieben. 

Die durchschnittliche Lebensgrenze der Tiefenalgen Roscoffs lag 
bei + 279°C, nur ein verhaltnismaBig kleiner Teil vermochte innerhalb von 
12 Stunden auch noch bei + 30°C zu iiberleben. Ahnliches galt auch fiir 
die Tiefenalgen in Neapel. 


2. Temperaturresistenz und Klimazonen 


Die in Tab. 1 zusammengestellten Bereiche der Temperaturresistenz 
diirften fiir die Algen der Kanalkiiste typisch und den dkologischen An- 
forderungen dieser Standorte entsprechend sein. Ob sich in der Verschie- 


denheit der Kialteresistenz der Tiefenalgen mit Lebensgrenzen bei + 3° C 
bzw. — 2°C noch Anpassungen an die Temperaturverhaltnisse der Haupt- 
verbreitungsgebiete dieser Formen widerspiegeln, ware erst genauer zu 
iiberpriifen. 

Sicher diirfte aber sein, da® eine Reihe anderer Tiefenalgen von Roscoff, 
deren Temperaturresistenz die Tab. 3 zeigt, ihre Hauptverbreitung teils in 
nordlicheren, teils in siidlicheren Gebieten haben. Die ,noérdlichen 
F ormen*“ haben als Tiefenalgen wohl auch ihre Lebensgrenze nicht tiefer 
als bei — 2°C (noch keine Eisbildung), ihre Warmeresistenz reicht aber nur 
bis + 249°C. Bei + 279C werden sie, mit Ausnahme des nur teilweise ab- 
sterbenden Plocamium coccineum, vollstaindig getétet. 

Umgekehrt zeigen die ,siidlichen Formen*, die wohl als nérdliche 
Vorposten einer kalteempfindlichen siidlichen Algenflora anzusehen sind, 
eine Kalteempfindlichkeit, die weit iiber 09°C hinaufreicht. Fiir eine dieser 
Arten, namlich fiir Sphondylothamnium multifidum, war diese geringe 
Kalteresistenz schon bekannt (Bieb] 1937). Die in Plymouth an der engli- 
schen Seite der Kanalkiiste erstmals untersuchte Alge starb in Seewasser 
von + 2°C schon innerhalb von 10 Minuten etwa zur Hilfte ab. Diese Alge 
wurde nun in der var. piluliferum in Roscoff wiedergefunden und zeigte 
wie auch noch drei weitere Tiefenrotalgen (Drachiella spectabilis, Rhodo- 
phyllis divaricata und Cryptopleura ramosa) auch hier eine gleich hohe 
Kalteempfindlichkeit. Die vier Arten starben innerhalb von 12 Stunden 
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nicht nur in Seewasser von + 39°C, sondern sogar noch ganz oder teilweise 
in Seewasser von +5°C ab. Erst +7°9C warmes Seewasser wurde von 
allen vieren ohne Schaden ertragen. Damit ordnen sich diese kalteempfind- 
lichen Algen gerade noch in den am Standort gegebenen Temperaturbereich 
ein, dessen tiefste Temperaturen + 8,59 C nicht unterschreiten (vgl. Tab. 1). 

Die Warmeresistenz dieser vermutlich siidlichen Algen geht demgegen- 
iiber tiber den Durchschnitt der Roscoffer Tiefenalgen nicht hinaus. In 


Tab. 3. Die marme- und kialteempfindlichsten Tiefenalgen der bretonischen Kiiste 
bei Roscoff (zwolfstiindige Einwirkungszeit der Temperaturen). 





Kontrolle 


Kalteresistenz Warmeresistenz 


+ 19° 
+ 35°C | 





Dictyopteris membranacea 





Desmarestia ligulata 





Callophyllis laciniata 
Calliblepharis ciliata 





Plocamium coccineum 
Polyneura hilliae 
Heterosiphonia plumosa 


+++ +]H] [+ 
t+t++++ 














Sphondylothamnium multifi- 
dum var. piliferum 

Drachiella spectabilis 

Rhodophyllis divaricata 


He He be 


Cryptopleura ramosa 











1 = lebend, + = teilweise tot, + = alles tot. 


+ 27°C leben nach zwilfstiindiger Einwirkung alle vier Formen, in + 30° C 
ist Sphondylothamnion und Rhodophyllis stark geschadigt, wahrend die 
beiden anderen véllig getétet sind. 


Fiir die vor allem in kadlteren Meeren beheimateten 
Tiefenalgen ist nach den bisherigen Erfahrungen so- 
mit nicht eine besonders groe Kalteresistenz, sondern 
eine auffallend hohe Warmeempfindlichkeit kenn- 
zeichnend, warend die Tiefenalgen, die in wairmeren 
Meeren ihr Hauptverbreitungsgebiet haben, nicht so 
sehr durch eine hohe Warmeresistenz als durch eine 
besondere Kalteempfindlichkeit ausgezeichnet sind. 

Anders ist dies bei den Gezeitenalgen, die schon im Mittelmeer- 
gebiet wesentlich héheren Tagestemperaturen als an der Kanalkiiste aus- 
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gesetzt sind. So besitzen bei gleicher Gefrierresistenz die Neapeler Gezeiten- 
algen eine deutlich héhere Warmeresistenz. 

Eine weitergehende Analyse der Beziehung Temperaturresistenz und 
Heimatgebiet lieBe sich vielleicht noch durch Verlangerung der Ein- 
wirkungszeiten der verschiedenen Temperaiuren erreichen. Hiezu ein 
orientierender Versuch betreffend die Warmeresistenz: Die in Tab. 4 zu- 


Tab. 4. Tiefenalgen der bretonischen Kiiste bei Roscoff (Resistenz bei verschieden 
langer Warmeeinwirkung). 





Warmeresistenz 





Braun: 
Halopteris filicina 
Dictyota dichotoma 


He 


+H 


Arthrocladia villosa 
Rot: 
Dilsea carnosa 











Halimenia latifolia 





Kallymenia reniformis 
Meredithia microphylla 
Rhodophyllis divaricata 














Stenogramme interrupta 





Rhodymenia palmata 





Rhodymenia pseudopalmata 





Falkenbergia rufulanosa 


HHP YH = et +p 


Antithamnion plumula 





Sphondylothamnion multi- 
fidum var. piliferum 





Neomonospora furcellata 





Halurus equisetifolius 








+H] e 


Delesseria sanguinea 


1 = lebend, + = teilweise tot, + = alles tot. 


sammengestellten Algen lebten alle nach zwélfstiindigem Aufenthalt in See- 
wasser von + 27°C bzw. einzelne auch noch in + 30°C. In + 359C waren 
alle tot. Nach 24stiindiger Einwirkung dieser Temperaturen war eine An- 
zahl von ihnen jedoch auch schon bei jenen Temperaturen, die sie durch 
12 Stunden ertragen hatten, ganz oder teilweise abgestorben. Man ist da- 
nach geneigt, fiir diejenigen Algen, die auch nach 24 Stunden in den erhéhten 
Temperaturen noch frisch und lebend sind, ein Hauptverbreitungsgebiet mit 
einer héheren Durchschnitistemperatur anzunehmen als fiir jene, die die 
erhéhte Temperatur zwar 12 Stunden, nicht aber 24 Stunden zu ertragen 
vermogen. Es ist dies vielleicht ein Weg, um auch durch derartige proto- 
plasmatische Resistenzversuche auf den optimalen Temperaturbereich und 
damit auf das Heimatgebiet der untersuchten Algen schlieBen zu kénnen. 
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Ein ahnlich zeitgestaffelter Kalteresistenzversuch (Tab. 5), in welchem 
Temperaturen von + 3° und —2°C (bis —3°C) 12, 24 und 72 Stunden 
einwirken gelassen wurden, zeigt vor allem, da auch fiir die kalteresisten- 
testen Tiefenalgen der Kanalkiiste, die nach 12 Stunden in — 2° bis — 39°C 
(Seewasser noch nicht gefroren) vollstandig leben, diese Temperatur nicht 
dauernd tragbar ist. Die meisten der daraufhin untersuchten Roscoffer 
Algen erwiesen sich schon nach 24 Stunden mehr oder weniger stark ge- 
schidigt, und nach 72 Stunden waren alle ganz oder teilweise abgestorben. 
Dak dabei noch nicht die Dunkelheit im Kalteschrank zu einem .,Hunger- 


Tab. 5. Tiefenalgen der bretonischen Kiiste bei Roscoff (Resistenz bei verschieden 
langer Kalteeinwirkung). 
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tod“ fiihrte (Bieb1! 1939c), geht daraus hervor, da die gleichfalls ver- 
dunkelten Kontrollen bei Zimmertemperatur (+ 20°C) nach dieser Zeit noch 
durchweg frisch und lebend waren. 

Das teilweise Absterben von Calliblepharis ciliata und Calophyllis 
laciniata bei +3°C nach 72 Stunden und von Neomonospora furcellata 
nach 24 Stunden mag wieder auf ein mehr siidliches Hauptverbreitungs- 
gebiet hinweisen. 


II. Osmotische Resistenz 


Uber die osmotische Resistenz der Meeresalgen, iiber ihre Widerstands- 
fahigkeit gegen verdiinntes und gegen konzentriertes Seewasser liegen heute 
schon viele Erfahrungen vor (Lit. bei K y lin 1938, Cha pman 1946, 1957, 
Blinks 1951). 

Eine der iltesten anschaulichen Beschreibungen iiber den Wechsel des 
Salzgehaltes und anderer dkologischer Bedingungen in der Umwelt be- 
stimmter Meeresalgen diirfte von Osterhout (1906) stammen. Er schil- 
dert das Schicksal von Rot-, Braun- und Griinalgen, die als Aufwuchs an 





Tiefe (5—25m) 























snypjynounpad snuyososod sy 
numojoyoup vyohpo17 
naopuniquau srvagdohjorg 
nurwry srvagdoqn yt 
suneig 

apesuryoiny nioydopn) 
oprnyad nioydopn),) 
paonaryo "JO vAa-Q 

Patines) 





inie 


Ebbel: 



































wayooy Uorvuunyjiv9 
aSUIIULDS UOLUMDYIYUP 
piafruny vUuosipuauUuLg 
240% 

puridhasad pruawmodjoy 
sUnBIg, 





Gezeitenzone 























suadat njyjaueqv,) 
DINnpwoy nyjavuunyjopoy sy 
synoynequn vifiydsog 
$408 

sngnypwuysaa snydajsopyiy 
siyosoyy vyewphig 
suneBIg 

suysadns vioydopn)) 
pssaiduioo pydsowosaquy 
ponpon) vagy 

ALLIS 9) 





Standort 








aed 
a1) oO 


IOSSBMOOY SO}LOLIYUOZUOY IOSsVMoeog soJUUNPIOA 


(yFZ) ZuUo{sIsoyT OYOSIGoWUSsE 





es[V 





‘foosoy UN Uas]Vsaiaayy Jap Zuajsisay aypsiowusE ‘9 “qe, 





OSTOMTIO} ‘pueqe, = | 


DENIgO D~wUaIND'T 





psounjd nrvuoydisowaja FT 
nsouns dinardodhsp 


rm 











wnNnUWUNn WNLL080LOF 
ruprqnjoads npy7,a0yODACT 








suaqns sispoohyd 











apijiy vinauhjog 











naunbuns 0i1a8sej}aq 
Dynjp Déajdouniquia pr 
snyofyasinba snunjoyy 
nsojnasoy visynf {up 
Dyoyjaoun{ psodsououoa jy 
waslog Wnrdodsouoe) J 
wniafyid "tea Unp 


+4 




















+H 





a 


HH 





ell ell ee ee 
ell ee ee a 
ele ieee ee | 
eliotn i 
eis ie i 
et ett 


—— 


— 


ol 





-Yuynu Uuorvuumnyjojipuoyds 
asuaiUdDos UOLUUDYIYUP 
pynund uoumonyyup 
psounjn{ns nrbsaquay]0uT 
noun sisdobninds py 








5m) 


2 











< ae 
i 


Ce ee ee ee ee | 


saprohoindsn priuosipmauuog 











Tiefe (5— 








pypujodopnasd nruawmhipoys 





pydniwaqur auupsbouay 
wnauiwo0o WniUno0), T 
pyoyro siwnydaqnjyp 
pypoparp sujhiydopoyy 
pyfiydowwn nryqupasa py 
simsofmuas niuawmhyoy 








o 
a 
os 
n 
ov 
— 
— 
& 
ea 
i=} 
° 
N 
= 
o 
= 
D 
& 
n 
L 
co 
o 
= 
So 
a 
om 
S 
° 
= 
a 
° 
a] 
=| 
' 
= 
aa 
se} 
os 
i) 
2. 
| 
o 
& 


pupsiuwouwn piuauUhyoy 
DYyofyn) DiUuauUnn eT 
pypruwn, sijphydo)v9 








nyo)VvYy4a0 Dinusaspnay 
*490Y 
DSO} DUPYPIOLYIA 


mete Lik 
T T 


meme mee eet 
Cele le le 
ee ee Ei 
meet 
Cena tian ile Bil le Be ee 
es lee ee ce ee 


Ln eel ee El ee ee ee 








nynjnby vysacnuseq 




















232 R. Biebl 


Schiffen knapp unter der Wasserlinie vorkommen, und zwar an Dampfern, 
die einen regelmafigen Frachtverkehr von San Franzisko nach verschiede- 
nen Orten weit fluBaufwarts durchfiihren. In der Bay von San Franzisko, 
wo die Schiffe am Morgen ankommen, herrscht ein Salzgehalt von 27%p. 
Das Entladen der Schiffe dauert 5—6 Stunden. Wahrend dieser Zeit hebt 
sich der Schiffskérper, so da® die Algen auftauchen, wobei das anhafiende 
Seewasser verdunstet, so dafi die Algen oft mit Salzkristallen inkrustiert 
sind. Gleichzeitig trocknen sie auch aus und sind der prallen Sonne aus- 
gesetzt. Mit Aufnahme der neuen Fracht sinkt das Schiff wieder ein und 
die Algen werden wieder von Seewasser bedeckt. Gegen Abend beginnen 
die Dampfer ihre Fahri flufaufwiarts. Dabei gelangen die Algen erst in 
Brackwasser und schlieflich in reines FluBwasser. Osterhout schlieft 
mit dem Bemerken, daB daher die Ansicht, die marinen Algen seien sehr 
empfindlich gegen Frischwasser, zumindest nicht allgemein Geltung haben 
kann. Dies hat sich spater auchj vollauf bestatigt. 

Einem schroffen Wechsel des Salzgehaltes sind nun auch taglich bei 
Ebbe die Algen der Gezeitenzone ausgesetzt. Konzentrationsanstiege kom- 
men durch Verdunstung zustande, Regengiisse kénnen zu weitgehender Aus- 
sufung des an den freiliegenden Algen anhaftenden Wassers oder der Ge- 
zeitentiimpel fiihren (Lit. bei Oltmanns 1923, Fritsch 1945, Feld- 
mann 1951). Daf sich Anderungen des Salzgehaltes auf physiologische 
Vorgange von Tiefenalgen anders auswirken als auf solche von Gezeiten- 
algen, ist bekannt. Es wurde dies schon 1929 von Hoffmann fiir die 
Atmung und 1931 von Montfort fiir den assimilatorischen Stoffgewinn 
gezeigt. 

Die ersten zellphysiologischen Beobachtungen iiber Hypotonietod und 
osmotische Resistenz stammen von Héfler (1930, 1931). Aus ihnen geht 
hervor, daf® die untersuchten Tiefenrotalgen eine Plasmolyse in hyper- 
tonischem Seewasser nicht ertragen und meist schon in den plasmolyse- 
erregenden Konzentrationen absterben, wahrend die Gezeitenrotalge Cera- 
mium ciliatum, ebenso wie eine Cladophora, am natiirlichen Standort an 
den Klippen von Plymouth bei Ebbe im plasmolysierten Zustand frisch und 
lebend gefunden wurde. 

Von diesen Beobachtungen ausgehend, wurde in den folgenden Jahren 
in Plymouth (Bieb] 1937), Helgoland (1938) und Neapel (1939 a) 
fiir eine groBe Zahl von Algen der Gezeitenzone und der Tiefe durch 
24stiindiges Einlegen in Reihen verdiinnten und konzentrierten Seewassers 
die Hypo- und Hypertonieresistenz bestimmt. Es ergab sich eine deutliche 
Beziehung zwischen Salzgehalt des Standortes und osmotischer Resistenz. 
Die Tiefenalgen zeigten durchschnittlich eine Resistenzbreite von 0,5 bis 
1.4 Seewasser, die Algen der Ebbelinie und der Gezeitentiimpel von etwa 
0.3 bis 2,2 und die echten, wahrend der Ebbe freiliegenden Gezeitenalgen 
eine solche von 0,1- bis iiber 3,0fach konzentriertes Seewasser. 

Gleichartige Resistenzbestimmungen wurden nun auch an dem reichen 
Algenmaterial von Roscoff durchgefiihrt. Tab. 6 faft die Ergebnisse zu- 
sammen. Die Algen sind in dieser Zusammenstellung wieder in Bewohner 
der Gezeitenzone, der Gezeitentiimpel einschlieflich Ebbelinie und der 
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stindig wasserbedeckten Tiefe geschieden und innerhalb jeder dieser ékolo- 
gischen Gruppen systematisch (nach Feldmann 1954) geordnet. 

Wihrend die echten, bei Ebbe freiliegenden Gezeitenalgen in einem 
Konzentrationsbereich von dest. H,O bzw. 0,1 Seewasser (1 Teil Seewasser, 
9 Teile SiiRwasser) bis zu drei-, ja sogar vierfach konzentriertem Seewasser 
zu leben vermégen, weisen die Algen der Gezeitentiimpel und der immer 
wieder befeuchteten Ebbelinie Resistenzbreiten auf, die zum Teil kaum 
mehr iiber die der Tiefenalgen hinausgehen. Callithamnion hookeri, das 
epiphytisch auf Fucus wohl auch freizuliegen kommt und wie die echten 
Gezeitenalgen ein Einfrieren bei — 8°C (vgl. Tab. 2) ertragt, verhalt sich, 
wahrscheinlich wegen der in seinen dichten Biischeln zuriickgehaltenen See- 
wassermengen, im osmotischen Resistenzversuch ahnlich wie die Algen der 
Ebbelinie. 

Die grofe Zahl der in Tab. 6 zusammengestellten Bereiche der osmo- 
tischen Resistenz verschiedener Gezeiten- und Tiefenalgen erlaubt auch eine 
Betrachtung dariiber anzustellen, ob die standortbedingte, von den gege- 
benen Lebensumstinden geforderte .,ékologische Resistenz* artspezifische 
Unterschiede gianzlich verwischt oder ob innerhalb der dkologischen Re- 
sistenz noch Raum fiir artindividuelle Verschiedenheiten gegeben ist. Dab 
sich namlich die Plasmen von Algen eines und desselben Lebensraumes, auch 
wenn ihre Resistenz gegen 6kologisch, makgebende Faktoren, wie Trocken- 
heit, Salzgehalit, Temperatur oder Licht, sehr ahnlich ist, in .nichtumwelt- 
bezogenen konstitutionellen Resistenzen“ (Bieb1 1947, 1949), wie z. B. 
gegen bestimmte chemische Stoffe oder kurzwellige ultraviolette Strahlen. 
recht wesentlich unterscheiden kénnen, konnte schon gezeigt werden (Bieb| 
1952 a, b). 

Fiir die Gezeitenalgen wirkt die von der Umwelt geforderie 
Resistenz — es bezieht sich dies jetzt auf die osmotische Resistenz — in 
der Tat weitgehend uniformierend. Die bisher untersuchten Vertreter der 
bei Ebbe trockenfallenden Griin-, Braun- und Rotalgen aus der Gezeiten- 
zone zeigen ziemlich allgemein eine Resistenzbreite von 0,1 bis 3,0 See- 
wasser, die sich fiir einige Arten sogar bis auf dest. H,O bis 4,0 Seewasser 
ausweiten kann. 

Dem gegeniiber scheint den Tie fenalgen innerhalb ihres 6kologisch 
vorgezeichneten Resistenzbereiches ein gréferer Spielraum fiir artspezi- 
fische Unterschiede gegeben zu sein. 

Fiir die Rotalgen der Tiefe kann im allgemeinen als groéfte, den dkolo- 
gischen Bedingungen ihres Standortes angemessene Resistenzbreite 0,4 bis 
1,8 Seewasser gelten. Was sich innerhalb dieses Bereiches noch an Schwan- 
kungen ergibt, ware dann nicht mehr rein dkologisch bedingt, sondern Aus- 
druck eines artverschiedenen plasmatischen Verhaliens der einzelnen Algen. 

Im Sinne einer protoplasmatischen Charakterisierung einzelner Pflan- 
zenstimme (Hé6fler 1932) kann gewertet werden, daf die Griinalgen der 
Tiefe, wenn auch deutlich weniger resistent als die Griinalgen der Gezeiten- 
zone, im Vergleich zu den Tiefenrotalgen gleicher Standorte doch eine 
wesentlich gréBere osmotische Resistenzbreite besitzen als diese. So reichte 
die osmotische Resistenz bei den Roscoffer Tiefengriinalgen Ulva cf. olivacea 
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von 0,2 bis etwa 2,8, bei Cladophora pellucida von 0,2 bis 2,6 und bei 
Cladophora hutchinsiae von 0,5 bis 2,48. W. Die Neapeler Tiefengriinalgen 
zeigten ahnliche Resistenzbreiten (Bieb] 1939a): Cladophora utriculosa 
von 0,1 bis 2,4 und Clad. prolifera von 0.1 bis 2,05. W. Diese im Vergleich 
zu den Tiefenrotalgen hohe, dkologisch nicht geforderte osmotische Resistenz 
darf als eine besondere Eigentiimlichkeit des Griinalgen-Protoplasmas an- 
gesehen werden. Als eine Ausnahme, die sich in der Tiefe keine solche 
..Luxusresistenz* leistet, wire nach dem bisher bekannten lediglich Clado- 
phora ramellosa zu nennen, die im Golf von Neapel aus 10—12m Tiefe 
gedredscht, nur eine osmotische Resistenzbreite von 0.5 bis 1,7 Seewasser 
aufwies. 


Besprechung der Versuche 


Vorliegende Untersuchung bringt fiir Griin-, Braun- und Rotalgen der 
Gezeitenzone und der Tiefe aus dem Meeresgebiet um R os co f f (Finistére, 
Frankreich) die Grenzen ihrer Resistenz gegen Kalte und Warme sowie 
gegen hypo- und hypertonisches Seewasser. Die im Zusammenhang damit 
gemachten zellphysiologischen Beobachtungen, vor allem die Beschreibung 
der fiir die einzelnen Algen oft recht charakteristischhen Nekrosebilder, 
sollen einer gesonderten Mitteilung vorbehalten bleiben. Hier soll nur das 
Verhaltnis der festgestellten Resistenzgrenzen zu den dkologischen Er- 
fordernissen der Standorte interessieren. 

Dieses Verhialtnis ist einerseits zu betrachten im Hinblick auf das ve r- 
tikale Vorkommen der Algen an der Kiiste, also vor allem auf die 
Unterschiede zwischen Gezeitenalgen und standig vom Wasser bedeckten 
Tiefenalgen und andererseits im Hinblick auf die regionale Vertei- 
lung der Algen. Bei der Temperaturresistenz wird es sich dabei um 
Unterschiede im Resistenzverhalten von Algen verschiedener Klimazonen, 
bei der osmotischen Resistenz um Unterschiede im Verhalten der Algen in 
Meeresgebieten verschiedener Salinitat handeln. 

Ein Ergebnis, das hinsichtlich der Kalteresistenz fiir die Gezeiten- 
und Tiefenalgen der bisher uniersuchten Meeresgebiete um Neapel (1939) 
und Roscoff allgemein Giiltigkeit zu haben scheint, ist, daB die echten, bei 
Ebbe trocken fallenden Gezeitenalgen in diesen Gebieten, in denen die 
Lufttemperatur im Winter unter den Gefrierpunkt absinken kann, durch- 
weg ein Einfrieren bei — 7°C (Versuche in Neapel) bzw. bei — 8°C (Ver- 
suche in Roscoff) ertragen. Unter den Tiefenalgen fand sich keine einzige 
Form, die ein Einfrieren bei dieser Temperatur iiberlebte. Nur ein Teil der 
Tiefenalgen iiberlebie einen zwélfstiindigen Aufenthalt bei —2°C (See- 
wasser noch nicht gefroren), die anderen hatten ihre Lebensgrenze teils bei 
+ 39°C, teils wurden sie schon bei dieser oder sogar bei noch héheren Tem- 
peraturen getotet. 

Temperatureinwirkungen zwischen —2°C (Seewasser noch nicht ge- 
froren) und —7 bzw. —8°C wurden von mir nicht gepriift, doch gibt 
Kylin (1917) auch nur zwei Tiefenrotalgen (Ceramium rubrum und 
Phycodris rubens) an, die ein Einfrieren bei — 4°C wahrend 10 Stunden 
iiberlebten, bei — 5,7°C jedoch gleichfalls schon getétete wurden. Man wird 
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als sicher annehmen diirfen, daf es bei —4°C, bei welcher Temperatur 
das Seewasser zu Eis erstarrt war (Seewasser von — 2,99C war eben erst 
gefroren), im Zellinneren infolge der héheren Zellsaftkonzentration noch zu 
keiner Eisbildung gekommen war, so daft auch fiir die Tiefenalgen der 
schwedischen Wesikiiste (bei Kristineberg) Geltung haben diirfte, da& von 
ihnen ein Gefrieren des Zellinhaltes nicht ertragen wird. Die von K ylin 
untersuchten Gezeitenalgen hingegen ertrugen ein Einfrieren bis zu — 16,79, 
einzelne sogar bis zu — 20°C. 

Die Wirmeresistenz der Gezeiten- und Tiefenalgen der Kanal- 
kiiste zeigte demgegeniiber keine so markanten Unterschiede. Wohl ertrugen 
die Gezeitenalgen durchweg einen zwélfstiindigen Aufenthalt bei + 30°C, 
doch wurde diese Temperatur auch von einer Reihe von Tiefenalgen ohne 
Schaden iiberlebt. Nur die besonders resistente Gezeitenalge Enteromorpha 
compressa lebte auch noch nach 12 Stunden Aufenthalt in Seewasser von 
-+- 35°C, 

Anders war dies bei den Gezeitenalgen aus dem Golf von Neapel. Soweit 
bisher untersucht (1939 a), ertrugen sie durchwegs wihrend einer Versuchs- 
dauer von 12 Stunden eine Temperatur von + 35°C, wahrend die Tiefen- 
algen aus dem gleichen Meeresgebiet, ebenso wie in Roscoff, ihre Lebens- 
grenze bei + 30° bzw. + 27°C hatten. 

Diese gréRere Warmeresistenz der Gezeitenalgen von Neapel fiihrt iiber 
zu dem zweiten Gesichtspunkt der Betrachtung, namlich Tem peratur- 
resistenzund Klimazonen. In der Neapeler Arbeit von 1939 steht: 
Eine auffallende Beziehung zwischen Klimazonen und Warmeempfindlich- 
keit ist nicht feststellbar“. Diese Aussage griindete sich auf den Vergleich 
mit der Warmeresistenz einiger Tiefenalgen aus Plymouth und Helgoland, 
die, wie ja auch sehr viele Tiefenalgen von Roscoff (Tab. 2), tatsaichlich keine 
wesentlichen Resistenzunterschiede gegeniiber den Tiefenalgen von Neapel 
zeigen. Das jetzt vorliegende reiche Material aus Roscoff zeigt aber nun- 
mehr, daf damit noch nicht alle Verhaltungsweisen erfaft waren, sondern 
daf die protoplasmatischen Temperaturresistenzversuche an Algen verschie- 
den warmer Meeresgebiete nicht nur Unterschiede in der Kalteresistenz, son- 
dern sehr wohl auch Verschiedenheiten der Warmeresistenz erkennen lassen. 
Die gréRere Warmeresistenz der Neapeler Gezeitenalgen, die vor allem im 
Sommer wesentlich héheren Lufttemperaturen ausgesetzt sind als die Ge- 
zeitenalgen an der Kanalkiiste, sind ein gutes Beispiel dafiir. 

Noch deutlicher zeigen dies aber die in Tab. 3 zusammengesiellien 
Tiefenalgen aus Roscoff, die als hier zusammentreffende Vorposien einer 
nérdlichen, wirmeempfindlichen und einer siidlichen, kalteempfindlichen 
Algenflora angesprochen wurden. 

Die Vertreter der nérdlichen, kaltegewohnten Algenflora zeigen als 
Tiefenalgen zwar auch keine gréfere Kalteresistenz als bis zu — 2°C (See- 
wasser noch nicht gefroren), sind aber durch eine auffallend hohe Warme- 
empfindlichkeit ausgezeichnet. Eine Temperatur von -++ 27°C, die von den 
iibrigen Roscoffer Algen und allen Algen Neapels wahrend 12 Stunden er- 
tragen wurde, tétete die sieben zu dieser Gruppe zahlenden Formen ab. 
Erst + 24°C wurden auch von ihnen ohne Schaden eriragen. 
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Dieser wairmeempfindlichen Gruppe stehen extrem kalteempfindliche 
Algen gegeniiber. von denen vier Arten aufgefunden wurden, namlich 
Sphondylothamnion multifidum var. piliferum, Drachiella spectabilis, Rho- 
dophyllis divaricata und Cryptopleura ramosa. lhre Kalteempfindlichkeit 
entspricht vollkommen jener, wie sie schon seit langem fiir Landpflanzen 
aus warmen Klimazonen beobachtet wurden (Bierkander 1778, zit. n. 
Goeppert 1830, Hardy 1844, Kunisch 1880, Molisch 1897 (hier 
die altere Lit.), Wilhelm 1935, Seible 1939, Spranger 1941 u. a). 
Seit Molisch (vgl. auch Ref. Ullrich 1943) pflegt man das Erfrieren 
warmeliebender Pflanzen iiber Null (+1 bis +5°C) unabhangig von der 
Transpiration auf durch niedere Temperaturen hervorgerufene Stérungen 
im chemischen Getriebe der lebenden Substanz zuriickzufiihren. Levitt 
(1956) nennt die Kalteschadigung iiber Null ,,chilling injury* (Erkaltung), die 
Schadigung durch Eisbildung .frost injury“ (Erfrieren). Bei den vier ge- 
nannten Algen handelt es sich demnach, wie bei den tropischen Land- 
pflanzen, um einen typischen ,,Erkaltungstod*. 

Die in den Tabellen 4 und 5 zusammengestellten Ergebnisse zweier 
Versuche, in denen Warme und Kalte nicht nur 12, sondern auch noch 
24 Stunden und langer einwirken gelassen wurde, zeigen, daf® die Algen 
gegen eine solche Dauerbehandlung keineswegs ein gleichartiges Verhalien 
aufweisen. Algen, die wahrend 12 Stunden eine Temperatur von -+ 279°C 
schadlos ertragen, kénnen durch 24stiindige Einwirkung dieser Temperatur 
bereits schwer geschadigt werden. Andere ertragen wohl wahrend 24 Stun- 
den eine Temperatur von + 27°, werden aber durch eine Temperatur von 
+ 30° schon innerhalb von 12 Stunden ganz oder teilweise getétet. Wieder 
andere ertragen + 27° durch 24 Stunden, aber + 30° nur wahrend 12 Stun- 
den, wahrend die vierten auch einen Aufenthalt in Seewasser von +309 C 
24 Stunden lang ohne sichtliche Schadigung iiberleben. Dieses verschiedene 
Resistenzverhalten entspricht recht gut den von Montfort, Ried und 
Ried (1957) in Atmungs- und Assimilationsversuchen gefundenen viel- 
faltigen Abstufungen der Warmeresistenz. 

Entsprechendes gilt fiir die Kalteresistenz. Interessant ist dabei, da 
auch simtliche bisher untersuchten Tiefenalgen, die wahrend 12 und 24 Stun- 
den in — 2 bis — 3° C (ohne Eisbildung) noch lebten, durch einen Aufenthalt 
von 72 Stunden bei dieser Temperatur teilweise oder ganz abgetétet wurden. 

Es ist anzunehmen, daft derartige zeitgestaffelte Temperaturresistenz- 
versuche noch eine feinere Analyse der Temperaturresistenz der einzelnen 
Algen erméglichen. Es kann sich dabei um artspezifische plasmatische Unter- 
schiede handeln, es kann aber sehr wohl sein, daf sich auch darin die 
den Hauptverbreitungsgebieten optimal entsprechende Temperaturresistenz 
widerspiegelt. Es wiirde sich in diesem Fall fiir die Meeresalgen eine zell- 
physiologische Moéglichkeit zur Bestimmung ihres dkologisch optimalen 
Hauptverbreitungsgebietes eréffnen, ahnlich wie dies fiir Landpflanzen von 
Scharfetter (1922) durch Vergleich von Klimarhytmik und Vegetations- 
rhytmik durchgefiihri wurde, oder wie sich dieses aus dem Entwicklungs- 
verhalten von Lang- und Kurztagpflanzen im Hinblick auf die Lichtver- 
haltnisse ihrer Verbreitungszentren ergibt. 
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Die osmotische Resistenz, die Widerstandsfihigkeit gegen ver- 
diinntes und konzentriertes Seewasser bei 24stiindiger Einwirkungsdauer, 
zeigte fiir die in Roscoff untersuchten Algen verschieden tiefer Standorte 
ihnliche Werte, wie sie schon fiir die Algen von Plymouth (1937), Helgo- 
land (1938) und Neapel (1939a) gefunden wurden. Es lieBen sich nach der 
Resistenzbreite wiederum die drei dékologischen Gruppen unterscheiden: 
1. die Gezeitenalgen mit einem Lebensbereich von durchweg 0,1 bis 3,0, 
in einzelnen Fallen sogar von dest. H,O bis 4,0 Seewasser, 2. die Algen der 
Gezeitentiimpel und der Ebbelinie mit einer osmotischen Resistenz, die 
meist noch deutlich etwas iiber der der Tiefenalgen liegt, und 3. die Algen 
der Tiefe mit einer Resistenzbreite von maximal 0,4 bis 1,8 S. W. bis her- 
unter zu 0,6 bis 1,3 Seewasser bei besonders empfindlichen Formen. Die 
Griinalgen der Tiefe haben, den geringeren dkologischen Anforderungen 
dieses Standortes entsprechend, zwar auch eine wesentlich geringere Re- 
sistenzbreite als die Griinalgen der Gezeitenzone, andererseits ist aber ihre 
Resistenzbreite stets gréBer als die der Rot- und Braunalgen aus gleicher 
Tiefe. Dies sowie die Verschiedenheiten der Resistenzbreite der Tiefenrot- 
algen innerhalb des Maximalbereiches von 0,4 bis 1.8 Seewasser wird im 
Sinne der vergleichenden Protoplasmatik (Héfler 1932) arteigentiim- 
lichen Unterschieden der Plasmabeschaffenheit zugeschrieben, wozu viel- 
leicht noch Unterschiede in den spezifischen Enzymapparaten dieser Plas- 
men kommen. 

Die von uns bisher durchgefiihrten Bestimmungen der osmotischen Re- 
sistenzbreite verschiedener Meeresalgen stammen aus Meeresgebieten, die 
sich hinsichtlich ihres Salzgehaltes nicht sehr wesentlich unterscheiden. 
Als Durchschnittswerte der Salinitat des Meerwassers werden fiir Neapel 
> 36%, fiir Plymouth und ahnlich auch fiir Roscoff etwa 34—35% und 
fiir Helgoland 33% angegeben. In diesen Gebieten sind also die Lebens- 
bedingungen, soweit sie den Salzgehalt betreffen, fiir die untersuchten 
Algen noch nicht allzusehr verschieden gewesen. Die gefundenen Resistenz- 
unterschiede kénnen daher in allen Untersuchungsgebieten in gleicher Weise 
den verschiedenen 6kologischen Erfordernissen -der vertikal angeordneten 
Lebensraiume, im extremen Gezeitenzone und Tiefe, zugeschrieben werden. 

Untersuchungen von Hoffmann (1943, 1957) und Sch wenke (1957) 
haben aber gezeigt, daB auch beim Vergleich der osmotischen Resistenz 
von Algen aus verschiedenen Meeresgebieten die regionale Verschiedenheit 
des Meerwassers nicht aufer acht gelassen werden darf. Die Resistenz- 
versuche der genannten Autoren bezogen sich auf Algen der Kieler Bucht. 
Dort betragt der Salzgehalt des Meerwassers im allgemeinen héchstens 
20%. Aber nicht genug damit. Bei andauernden Ostwinden kann innerhalb 
kurzer Zeit der Salzgehalt bis in die Tiefe sogar bis auf 9—10% absinken 
und in diesem Zustand tagelang erhalten bleiben (Kandler 1951). Als 
Folge davon sehen wir den Resistenzbereich der Tiefenalgen der Kieler 
Bucht weit nach der hypotonischen Seite hin verschoben. Ausgedriickt in 
Promille Salzgehalt betragt z. B. die osmotische Resistenzbreite von Mem- 
branoptera alata in Plymouth 14—65%, in Kiel aber 4—44%po oder die von 
Polysiphonia urceolata in Plymouth 10—68%o, in Kiel dagegen 2—60%p. 

Protoplasma, Bd. L/2 18 
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Diese bemerkenswerten Kieler Ergebnisse zeigen, daft bei vergleichenden 
Untersuchungen der osmotischen Resistenz stets auch die Salzgehaltsverhalt- 
nisse der betreffenden Meeresgebiete zu beriicksichtigen sind und daf es 
beim Vergleich der osmotischen Resistenz von Algen aus Gebieten mit ver- 
schiedenem Salzgehalt zweckmafig ist, die Resistenzgrenzen nicht durch 
relativ auf das Standortwasser (1,0 Seewasser) bezogene Konzentrations- 
angaben, sondern durch absolut vergleichbare Angaben des Salzgehaltes 
der Lésungen in Promille auszudriicken. 

Die Tatsache der groffen Verschiedenheit der osmotischen Resistenz 
gleichartiger Tiefenalgen in Meeresgebieten mit verschiedenem Salzgehalt 
fiihrt auch zur Frage nach der Schnelligkeit der Anpassung einer ,,6kolo- 
gischen Resistenz“ an Anderungen eines bestimmien Standortfaktors. Ver- 
haltnismaRig kurzfristige, nur iiber Stunden, Tage oder héchstens einige 
Monate reichende Versuche einer Adaptation von Meeresalgen ékologisch 
verschiedener Lebensbereiche an geadnderte Aufenfaktoren (Salzgehalt, 
Licht, Warme) liegen besonders von Montfort und Mitarbeitern vor 
(zuletzt 1955, 1957, dort auch Lit.). Die als Anzeiger der Anpassung ge- 
messenen Assimilationsleistungen zeigten dabei stets, daff die erblichen 
Anlagen ausschlaggebender waren als der Einflu® der geainderten Aufen- 
faktoren. Es erscheint daher wahrscheinlich, daf gleichartige Algen, die in 
verschiedenen Meeresgebieten unter verschiedenen dkologischen Bedin- 
gungen (Temperatur, Salzgehalt) verschiedene Resistenzgrenzen aufweisen, 
als im Verlauf langerer Zeiten ausgebildete ..physiologische Standortrassen“ 
aufzufassen sind. Langfristige Beobachtungen des Resistenzverhaltens von 
Algen, die aus einem salzreicheren Meeresgebiet (z. B. Kanalkiiste oder 
Helgoland) in ein salzirmeres (z. B. Kieler Bucht) verpflanzt werden, kénn- 
ten zur Klarung dieser Frage wesentlich beitragen. 

Es wiirde aber auch interessant sein zu untersuchen, ob sich mit der 
Anderung eines bestimmten dkologischen Faktors nur die diesem entspre- 
chende Resistenz andert, z. B. bei Anderung des Salzgehaltes die osmotische 
Resistenz, oder ob dadurch auch andere Resistenzen, etwa gegen Trocken- 
heit, Warme oder Kalte, mitgeindert werden. Die Frage ist nicht unbe- 
rechtigt, da an einem zoologischen Objekt, der Miesmuschel, gezeigt werden 
konnte (Schlieper und Kowalski 1956), da die Hitzeresistenz des 
Kiemengewebes der Nordsee-Miesmuschel in einem Meerwasser von rund 
30% etwa doppelt so grof ist wie die der Ostsee-Miesmuschel in Brack- 
wasser von 15% Salzgehalt. In diesem Versuchen konnte auch festgestellt 
werden, daf es dabei wesentlich auf den Calziumgehalt des Meerwassers 
ankommt. Hielt man bei einer Verdiinnung des Meerwassers auf die Halfte 
der urspriinglichen Salzkonzentration den Calziumgehalt konstant, so blieb 
die Hitzeresistenz des Kiemengewebes praktisch unverandert. Auch die os- 
motische Resistenz des Kiemengewebes erwies sich vom Calziumgehalt des 
Mediums abhangig. Sie war um so gréfer, je héher sein Calziumgeha!t 
war. Ahnliche Zusammenhiange zwischen Hypotonieresistenz und Calzium- 
gehalt der Meerwasserlésungen wurden neuerdings von Schwenke (1957) 
auch schon fiir Meeresalgen festgestellt. Mit Zunahme des Calziumgehaltes 
stieg die Hypotonieresistenz. 
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Diese wenigen Hinweise mégen geniigen, um anzudeuten, daf der ,,pro- 
toplasmatischen Okologie* bei der Erforschung der Resistenzeigenschaften 
von Meeresalgen sowohl hinsichtlich des Verhaltens gleicher Arten an 
dkologisch verschiedenen Standorten wie hinsichtlich der physiologischen 
Bedingtheit der einzelnen Resistenzen und auch der Verkniipfung ver- 
schiedener Resistenzeigenschaften noch eine Menge interessanter Fragen 
offenstehen. 


Zusammenfassung 


1. Fiir tiber 50 Griin-, Braun- und Rotalgen verschiedener Standorte 
an der bretonischen Kiiste nachst Roscoff (Finistére, Frankreich) wurde die 
Kalte- und Warmeresistenz sowie die osmotische Resistenzbreite bestimmt. 


2. Die Temperaturresistenz wurde im allgemeinen nach 12 Stunden Ein- 
wirkung von — 8°, — 2° (Seewasser noch nicht gefroren), + 3°, + 279, + 30° 
und +35°C auf die in Flaschchen in Seewasser liegenden Algenproben 
am Lebenszustand ihrer Zellen gepriift. 

3. Zur Bestimmung der Hypo- und Hypertonieresistenz wurden die 
Algenproben in Verdiinnungs- und Konzentrationsreihen von Seewasser 
ab dest. H,O bzw. 0,1 S. W. bis 4fach konzentriertes Seewasser eingelegt 
und 24 Stunden spiater untersucht. 


4. Die Grenzen der Kalte- und Wiarmeresistenz sind fiir die bei Ebbe 
bloBliegenden Gezeitenalgen und die standig submersen Algen der Tiefe 
deutlich verschieden. Vor allem betrifft der Unterschied die Kalteresi- 
stenz. Wahrend die Gezeitenalgen durchweg ein Einfrieren bei — 8°C 
ertragen, liegt fiir die Tiefenalgen die unterste Lebensgrenze schon bei 
—2 bis —3°C (Seewasser noch nicht gefroren). Eine ganze Reihe der 
Tiefenalgen von Roscoff wird aber auch durch diese oder sogar durch 
Temperaturen iiber 0° tédlich geschadigt. Die Wairmeresistenz ist 
demgegeniiber nicht so verschieden. Sie reicht, mit einer Ausnahme (Entero- 
morpha compressa + 35°C), bei den Gezeitenalgen von Roscoff bis zu 
+ 30°C, eine Lebensgrenze, die aber auch noch von vielen Tiefenalgen 
erreicht wird. Die iibrigen Tiefenformen finden die Grenzen ihrer Lebens- 
méglichkeit bei + 27°C, teilweise sogar darunter. 

5. Gezeitenalgen von Neapel (Bieb1 1939a) besitzen eine Tempera- 
turresistenz von —7° bis + 35°C. Das Einfrieren wird auch von ihnen 
ertragen, doch reicht, den dort herrschenden héheren Lufitemperaturen 
entsprechend, die Warmeresistenz durchweg héher. Die Tiefenalgen zeigten 
in Neapel (soweit bisher untersucht) ahnliche Temperaturresistenzgrenzen 
wie in Roscoff. 

6. Unter den Tiefen-Rotalgen von Roscoff fanden sich auch Formen mit 
extremen Temperaturresistenzen: Sieben Arten zeigten bei einer durch- 
schnittlichen Kalteresistenz bis — 2°C eine auffallend hohe Warmeempfind- 
lichkeit. Ihre Lebensgrenze lag schon bei ++ 24°C. Vier andere Arten mit 
einer Warmeresistenzgrenze bei -+-27°C starben hingegen, ahnlich wie 
tropische Landpflanzen, bereits bei Temperaturen von +5°C den Kalte- 
tod. Erst in +7°C konnten sie waihrend 12 Stunden iiberleben. Es handelt 
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sich hier wohl zweifellos um Vorposten warmeempfindlicher nérdlicher bzw. 
Lokalrassen kalteempfindlicher siidlicher Algen. 

7. Eine Verlangerung der Einwirkungsdauer der Temperatur auf 24 und 
72 Stunden zeigte, daf die nach 12 Stunden gefundenen Grenzen der Resi- 
stenz meist noch nicht endgiiltig sind. Manche Algen sterben bei langerer 
Einwirkung der innerhalb von 12 Stunden anscheinend noch unschidlichen 
Temperatur auch noch ganz oder teilweise ab. Solche zeitgestaffelte Ver- 
suche werden vielleicht eine weitere Analyse der Beziehung Temperatur- 
resistenz und Temperatur im Hauptverbreitungsgebiet der betreffenden 
Algen erméglichen. 

8. Die osmotische Resisienz der Algen von Roscoff entspricht jener der 
Algen von Plymouth, Helgoland und Neapel. Die drei ékologischen Grup- 
pen, Gezeitenalgen, Algen der Gezeitentiimpel und der Ebbelinie und die 
Algen der Tiefe, unterscheiden sich auch hier deutlich durch ihre Resistenz- 
breiten (Tab. 6). Der Lebensbereich der Gezeitenalgen reicht mindest von 
0,1 bis 3,0 Seewasser, der der Tiefen-Rotalgen héchstens von 0,4 bis 1,8 See- 
wasser. Die Algen der Gezeitentiimpel und der Ebbelinie reihen sich an die 
groéBeren Resistenzen der Tiefenalgen. 

9. Wahrend die angespannten Umweltbedingungen in der Gezeitenzone 
die ,6kologischen Resistenzen“ der in ihr heimischen Algen weitgehend 
aihnlich werden lassen, ist bei den Tiefen-Rotalgen zwischen der maximalen 
osmotischen Resistenzbreite von 0,4 bis 1.8 S.W. und dem schmalsten Re- 
sistenzbereich von 0,8 bis 1.3 S.W. noch Raum fiir artspezifische Unter- 
schiede gegeben. Auf spezifische Eigentiimlichkeiten des Griinalgenplasmas 
diirfte auch die gegeniiber den Rot- und Braunalgen gleicher Tiefe meisi 
deutlich héhere osmotische Resistenz der Tiefengriinalgen zuriickzufiihren 
sein. 
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Einleitung 


Mit Hilfe des Elektronenmikroskops sind in letzter Zeit wesentliche 
Erkenntnisse im Bereich der Zellforschung gewonnen worden. Untersuchun- 
gen iiber die submikroskopische Struktur des Zellkerns und der Chromo- 
somen nehmen hierbei einen immer breiteren Raum ein, wobei neben weni- 
gen Pflanzen (Wy kof f 1951, Ris 1956, Kaufmann und De 1956) vor 
allem tierische Objekte bearbeitet wurden (Yasuzumi 1951, 1952, 1953; 
Yasuzumi und Higashizawa 1955; Beermann und Bahr 1954; 
Lowman 1956; Amano und Mitarbeiter 1956, Moses 1956; Fawzett 
1956). 

Man ist sich heute wohl dariiber einig, da& der lichtmikroskopisch sicht- 
bare Chromosomenfaden nicht die strukturelle Grundeinheit eines Chromo- 
soms darstellt, sondern daft er in viele sublichtmikroskopische Unterein- 
heiten unterteilt ist. Es besteht aber noch keine Klarheit iiber den Bau 
dieser Untereinheiten und iiber die Art und Anzahl, wie sie in einem 
Chromosom zusammengefaft sind. Ungeklart ist weiterhin, ob im elektro- 
nenoptischen Bereich das vom Lichtmikroskop her bekannte .,Chromo- 
meren*-Muster der Chromosomen schon vorgebildet ist. Diesen Fragen soll 
in unserer Arbeit nachgegangen werden. 


Entsprechend den immer wieder aufgestellien Forderungen haben wir 
ueben den elektronenmikroskopischen Untersuchungen auch lichtoptische 
Beobachtungen an denselben Objekten durchgefiihrt, um einen Anschluf 


1 Teil einer Dissertation der Naturwiss.-mathem. Fakultat der Universitat Frei- 
burg i. Br. 
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der elektronenmikroskopischen Befunde an die mit dem Lichtmikroskop 
aufgeklarten Strukturen herzustellen. 

Im Gegensatz zu zahlreichen Arbeiten, die den nicht teilenden Kern oder 
Mitosechromosomen behandeln, haben wir uns mit der Prophase der 
Meiosis pflanzlicher Objekte beschiaftigt (vgl. Marquardt, Liese und 
Hassenkamp 1956), zunachst weil dieses Stadium fiir elektronenmikro- 
skopische Untersuchungen besonders geeignet ist, dariiber hinaus aber 
auch, weil die alien Probleme des Spiral- und Chromomerenbaus der 
Pachytanchromosomen neuerdings wieder bearbeitet werden (OechIl kers 
und Eberle 1956, Scherz 1957, Eberle 1957). 


A. Material und Methode 


a) fiir lichtmikroskopische Untersuchungen 


Zur Untersuchung gelangten Gasteria trigona, Gasteria maculata, Paeonia 
tenuifolia, Lilium candidum und Hosta lanceolata. Fiir die Uberlassung des Pflan- 
zenmaterials sind wir Herrn Professor Oehlkers zu Dank verpflichtet. Da Mikro- 
tomschnitte fiir die vorliegenden Untersuchungen unbrauchbar sind, arbeiteten wir 
ausschlieBlich mit Ausstrichpraparaten. Um Fehlschliisse, die infolge einer einzigen 
Praparationsmethode leicht aufkommen kénnen, tunlichst zu vermeiden, verwen- 
deten wir verschiedene Fixierungen: Alkohol-Eisessig im Verhaltnis 3:1 mit an- 
schlieBender Farbung in Carminessigsaure, gepufferte Osmiumsaiure (Rhodin 
1954), ferner ein Gemisch von Alkohol-Eisessig und Orcein im Verhiltnis 3: 1. 
Dabei erhielten wir bessere Chromosomenbilder, wenn wir nicht die ganze Anthere, 
sondern nur ihren ausgequetschten Inhalt in die Fixierungsmittel brachten. 

Als weitaus giinstiger erwies sich die Frisch-Schmierpriaparation (Geitler 
1942; Darlington und La Cour 1942) mit 2,5%iger Carminessigsiure oder 
2%iger Orceinessigsdure. Beide Fixier-Farbegemische unterscheiden sich nicht 
wesentlichh. Das Orcein farbt lediglich etwas starker und schneller, wodurch in 
giinstigen Fallen die Chromomerenstrukturen deutlicher herauskommen. SchlieB- 
lich wurden die Ausstriche mit verschiedenen Agenzien vorbehandelt, um den Fein- 
bau der Chromosomen besser hervorheben zu kénnen, und zwar mit einem 
Phosphat-Puffergemisch, pH=6,4, Aqua destillata, Physiol. Kochsalzlésung = 
NaCl 0.9%, Ammoniumsulfat 1%. und Alkohol 20%, mit einigen Tropfen NH, 
alkalisch gemacht. 

Optik: Zeiss-Forschungsmikroskop, Stativ W, mit Apochromat 100/1,32 Ol und 
Phasenachromat 100/125 Ol (Leihgabe der deutschen Forschungsgemeinschaft). 


b) fiir elektronenmikroskopische Untersuchungen 


Als Untersuchungsobjekte dienten hier Gasteria trigona, Paeonia tenuifolia, 
Lilium candidum und als heterochromatisches Objekt Agapanthus umbellatus. Der 
Inhalt der Antheren wurde ausgestrichen und sofort in das Fixiergemisch gebracht. 
Auf diese Weise erhielten wir die Pollenmutterzellen in weitgehend einheitlichen 
Stadien, von denen wir fast ausschlieflich das Pachytin untersuchten. 

Kollodiumabdriicke erwiesen sich dabei als ungeeignet, weil mit dieser Methode 
ein voélliges Austrocknen der Zellen verbunden ist und dadurch deren Zustand 
erheblich verandert wird. Zudem lassen sich die einzelnen, aus ihrem urspriing- 
lichen Verband herausgenommenen Zellbestandieile im Elektronenmikroskop aufer- 
ordentlich schwierig identifizieren. Um diese der Préparation anhaftenden Unsicher- 
heitsfaktoren zu vermeiden, verwendeten wir Ultradiinnschnitte. 
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Fixierung: 
Flemming ,strong* (Darlington und La Cour 1942); 
Flemming-Heitz (= Flemming ohne Essigsaure); 
Flemming-Heitz verandert (d. i. Chromsaure und OsOs zu gleichen Teilen); 
2%ige Osmiumsiaure, pH = 7,4—7,6 (Rhodin 1954); 
2%ige Osmiumsaure mit Nachfixierung in 2%igem Kaliumbichromat (Niklowitz 

und Drews 1956). 

Das Puffergemisch wurde nach Michaelis (1938, vergl. Rhodin 1954) ange- 
setzt, die Fixierung erfolgte bei 15—18*°C. Die Nachfixierung diente zur Steigerung 
der Kontraste und zur Hartung des Gewebes. 

Zur Einbettung in Plexiglas nah Newman, Borysko und Swerdlow 
(1949) benutzten wir ein Gemisch von 5 Teilen Butyl- und 1 Teil Methylmetacrylat, 
wodurch eine dem Objekt entsprechende Harte erzielt werden konnte. 2% bei- 
gefiigte Metacrylsaiure sollte eine festere Bindung zwischen Objekt und Einbett- 
mittel erwirken (Bor ysko). Als Katalysator diente Dichlorbenzoylperoxyd. Das 
Rotationsmikrotom von v. Borries und Hupperts (1958) leistete uns bei der 
Herstellung von Ultradiinnschnitten ausgezeichnete Dienste. Im Gegensatz zu zahl- 
reichen Autoren haben wir das Einbettmittel nicht herausgelést und anschlieRend 
die Schnitte nicht bedampft, weil dadurch in den Zellen umfangreiche Artefakte 
entstehen. 

Elektronenmikroskop: UM 100 von Siemens & Halske 2. 


B. Lichtmikroskopische Untersuchungen 


1. Untersuchungen an Alkohol-Eisessig-Material und 
Frisch-Schmierpriaparaten 


Die Untersuchungen nach Fixierung mit Alkohol-Eisessig oder Orcein- 
essigsaure haben ergeben, dafi ein Chromomerenbau der Pachytanchromo- 
somen in diesen Praparaten sehr stark hervortritt, dagegen nur selten eine 
Spiralisation einwandfrei zu beobachten ist. Ebensowenig geeignet fiir licht- 
mikroskopische Untersuchungen erwies sich die Fixierung mit gepufferter 
Osmiumsaure, da die Pachytanchromosomen dabei stark aufgelockert wer- 
den und ein nahezu homogener Zellkern entsteht (Abb. 1). 

In den Frisch-Schmierpraparaten sind die Chromosomen des Leptotins 
auRerordentlich zart. Auf den Faden sind dunkler gefarbte Knétchen, 
Chromomeren, zu erkennen. Spiralen konnten jedoch nicht beobachtet wer- 
den, so daB wir, ebenso wie Oeh|lkers und Mitarbeiter (Oe hl kers und 
Eberle 1956, Eberle 1957), zu dem SchluB kommen, die Chromosomen 
seien in diesem friihen meiotischen Stadium gestreckt und noch nicht spira- 
lisiert. 

Erst im Zygotian konnten wir mit Sicherheit Anzeichen einer beginnenden 
Spiralisierung feststellen, verbunden mit einer kaum merklichen Verdickung 
der Chromosomen. Im Verlaufe des Pachytans verdicken sie sich weiter und 


2 Herrn Professor Dr. Langendorff (Radiologisches Institut der Universitat 
Freiburg) danke ich sehr fiir sein Entgegenkommen, uns das in seinem Institut 
befindliche Elektronenmikroskop fiir die Untersuchungen zur Verfiigung gestellt 
zu haben. Frau Miiller- Heinemann war mir bei der Arbeit am Elektronen- 
mikroskop stets behilflich. 
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verkiirzen sich. Dabei la@t sich vor allem nach der Frisch-Schmierprapara- 
tion an den ohne vorhergehendes Erhitzen flach gelegten Chromosomen 
haufig ein Schraubenbau deutlich erkennen. Wiahrend die Spiralen im 
friihen Pachytan sehr klein und daher nur 
selten als solche zu identifizieren sind, gewin- 
nen sie spadterhin zusehends an Deutlichkeit. 
Daraus lat sich schlieRen, da die seit dem 
Zygotan auftretende Verkiirzung der Chromo- 
somen im wesentlichen auf einer in ihrer 
Weite zunehmenden Spiralisierung beruht. 
Der Windungsdurchmesser betragt jetzt etwa 
0,2—0,4 u. Auf Abb. 2a und b sind Pachytiin- 
kerne von Paeonia und Gasteria mit sehr 
deutlich ausgepragten Spiralstrukturen wie- 
dergegeben. 


Abb. 1. Gasteria_ trigona, noe 
ips é Neben den Spiralen kommen auf den 
Pachytin mit homogen er- 


scheinendem Kerninhalt nach 4 ©hromosomen senkrecht zur Liangsachse lie- 
Fixierung mit OsO,. Vergr. gende stabchen- und hantelférmige Gebilde 
9600 : 1. vor (Abb. 3a und b). Sie sind von verschie- 
denen Autoren (Belling 19314, Huskins 
und Smith 1935) haufig als auf den gestreckten Homologen paarweise 
liegende, verschmolzene Chromomeren gedeutet worden. Die Interpretation 
dieser Autoren kann aber insofern nicht 
zutreffen, als die gepaarten Chromo- 
somen zweifellos spiralisiert sind. Ge- 
maf dieser Tatsache konnten wir auch 
kein gradlinig verlaufendes, schwacher 
gefarbtes Chromonema als Zwischen- 
verbindung dieser Chromomeren bzw. 
Stabchen beobachten. Wir nehmen da- 
her an, daff die Stabchen Produkte 
einer ziemlich eng gewundenen Spirale 
sind, eine Interpretation, die sich noch 
weiter dadurch stiitzen lat, da die- Abb. 2a und b. Pachytén von a 
ses Bild oft kontinuierlich in Spiralen Paeonia tenuifolia, b Gasteria tri- 
iibergeht. gona; Kompressionsspirale der ge- 
paarten Chromosomen mit Chromo- 
In schwiicher gepreftten Praparaten  jperen in den Umkehrpunkten. Vergr. 
konniten wir niemals, auch nicht in’ ag 2760:1, b 1990: 1; Frisch-Schmier- 
den klarsten Bildern, zwei nebenein- praparation. 
ander verlaufende Spiralen beobachten, 
es handelt sich vielmehr immer um eine einzige, fiirs Auge sichtbare Schraube 
(Abb. 2a und b). Daraus ergibt sich zwangslaufig, da sich die zwei ge- 
paarten homologen Chromosomen wiahrend ihrer Konjugation in einer 
Kompressionsspirale befinden. Erst durch sehr starken Druck lassen sie sich 
etwas voneinander trennen, wobei sich jetzt in jedem einzelnen Chromo- 
som der spiralige Aufbau deutlich nachweisen laft. Gerade darin sehen 
wir aber einen Beweis dafiir, da im Pachytan eine echte Spiralisation vor- 
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liegt, denn andernfalls diirften auf den voneinander getrennten Homologen 
wieder nur Chromomeren, nicht aber Spiralen zu sehen sein. 


Der Spiralbau der Chromomeren wird vielfach als die alleinige Ursache 
fiir die immer wiederkehrenden Chromomerenstrukturen angesehen, und 
daraus gefolgert, daf diese in Wirklichkeit nicht existieren (Linnert 
1955). Wir haben dagegen Bilder erhalten, nach denen nicht alle Chromo- 
meren ausschlieflich als schlecht fixierte Spiralen gedeutet werden kénnen, 
und zwar in erster Linie dann, wenn bei einwandfrei vorhandenem Spiralbau 
zusatzlich Chromomeren als kleine, 
knotenférmige Verdickungen des 
Chromonemas vorzugsweise in den 
Umkehrpunkten der Windungen auf- 
treten (Abb. 2). Nach Ruch (1949) 
kann es sich hier nicht um optische 
Querschnitte durch die Spiralen han- 
deln, da diese bei unseren Objekten 
in den untersuchten Stadien kleiner 
sind als die Tiefenscharfe des Mikro- 
skops und daher stets als ganze Spi- 
ralen sichtbar werden, gleichgiiltig, 
welche optische Ebene eingestellt wird. 
In diesen Fallen kénnen wir die Chro- 
momeren also nicht auf die Spirali- Pisilakte: clner sieuilidi: ue aie 
sation zuriickfiihren und stellen daher — genen Spirale. Vergr. a 2760:1, 
als Beobachtungstatsache fest, da zu- 6 2930: 1; Frisch-Schmierpraparation. 
satzlich zur Pachytianspirale auf dem 
aufgewundenen Chromonema knotenférmige Verdickungen vorhanden sind. 


Abb. 3 a und b. Pachytan von Gasteria 
trigona, stabchenférmige Gebilde als 


2. Untersuchungen nach Vorbehandlung mit verschie- 


denen Agenzien 


In der Literatur sind zahlreiche Verfahren angegeben, um mit Alkalien 
oder Salzlésungen die Spiralstruktur der Meta- und Anaphasechromosomen 
klarer hervorzuheben (Kuwada und Nakamura 1934; Matsuura 
1939; Iwata 1940; Sigenaga 1940). Hiervon wurden in der vorliegenden 
Arbeit die in Material und Methode angefiihrten Agenzien auch fiir die 
Pachytanchromosomen verwendet, weil wir durch die Streckung der Spi- 
ralen erwarteten, iiber die im vorhergehenden erwahnten Chromomeren 
weitere Aufschliisse zu erhalten. 

Durch den Einflu& der Agenzien, die alle gleichartig wirken, lockern 
sich die Spiralen, bis schlieflich artifizielle Ruhekerne entstehen. Diese Vor- 
gainge gehen bei den Pachytanchromosomen duferst rasch vor sich, so da 
man in den Priaparaten auch nach optimaler Einwirkungsdauer, die fiir 
jedes Objekt neu ermittelt werden mufte, Kerne findet, die wie Inter- 
phasekerne aussehen. Daneben gibt es andere, die unverandert sind. 


Fiir unseren Zusammenhang wesentlich sind aber die zwischen beiden 
Extremen stehenden Kerne, deren Chromosomen eigentiimlich zerfranst 


19* 
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erscheinen, indem von ihnen kleine, bald kurze, bald langere, sehr schwach 
gefarbte Auslaufer lateral nach allen Seiten ausstrahlen. Meisiens sind es 
diinne, feine Fortsatze, die, manchmal zu zweit, von den innerhalb der 
Spiralen liegenden Chromomeren ausgehen (Abb. 4a und b); in wenigen 
Fallen kénnen auch Schlingen beobachtet werden. 

Diese Bilder kénnen wohl nur so verstanden werden, daft aufter der 
Auflockerung der Chromosomen auch noch ein AbflieBen von Chromosomen- 
substanz bewirkt wird. Es ist dabei nicht wahrscheinlich, da& die Chromo- 

nemen als solche bei der 

kurzen Einwirkungszeit der 

Chemikalien aufgelést wer- 

den und die abflieRende 

Substanz von einem der- 

artigen Vorgang herriihrt. 

Wir nehmen vielmehr an, 

die Matrix oder Nucleolar- 

stoffe oder allgemeiner die 

akzessorische Substanz 

(Altmann und Mar- 

Ve en: Fv. quardt, unverdffentlicht) 
ee: Tes ‘ werde hier zum Abdiffun- 
dieren gebracht. Je nach 


Abb. 4a und b, Pachytin nach Vorbehandlung Teese. die Calais 


mit Wasser von a Lilium candidum, b Gasteria 


trigona; zahlreiche Fortsatze, die ihren Ausgang laRt sich der Spiralaufbau 


von den Chromomeren nehmen. Vergr. a 1875:1, Wahrenddessen noch gut er- 
b 1950: 1; Frisch-Schmierpriparation. kennen oder aber die zu- 
nehmende Lange und An- 

zahl der Auslaufer verdeckt diese Strukturen. 

Wenn nach langerer Einwirkung der Agenzien die Auflockerung des 
Chromonemas beginnt, wobei die Chromosomen sehr breit werden und 
ihre scharfe Begrenzung verlieren, sind auf einzelnen, gerade noch klar 
erkennbaren Fadenabschnitten nur noch wenige oder gar keine Chromo- 
meren mehr vorhanden. Danach kénnen wir annehmen, daB diese Chromo- 
meren selbst aus akzessorischer Substanz bestehen, die bei der gewoéhn- 
lichen Préparation vermutlich erst durch das starke Pressen und unter dem 
Einflu® der Fixierung in die Umkehrpunkte der Spiralwindungen gelangt 
und deshalb dort als Chromomeren erscheint, waihrend sie durch die Vor- 
behandlung in der charakteristischen Weise abdiffundiert. 


C. Elektronenmikroskopische Untersuchungen 


1. Das Bild des Zellkerns nach verschiedenen Fixie- 
rungen 


Bei lichtmikroskopischen Untersuchungen des Chromosomenfeinbaus 
haben sich saure Fixierungsmittel gut bewahrt. und wir haben darum die 
Pollenmutterzellen zunachst auch fiir die Elektronenmikroskopie mit 
Flemming-Heitz bzw. mit modifiziertem Heitz-Fixiergemisch fixiert. In 
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diesen Praiparaten erschien das Cytoplasma stark vakuolisiert und zeigte 
grobe Netzstrukturen; desgleichen waren auch die Kerne schlecht erhalten, 
indem grobe, kompakte Partikel als Artefakte an Stelle einer feineren 
Struktur auftraten. 

Erst das gepufferte Osmiumtetroxyd gab bei einer Fixierungsdauer von 
8—10 Stunden im Plasma wie im Zellkern einwandfreie Bilder. Wie wir 
schon im vorhergehenden erwahnten, erscheinen diese Kerne lichtoptisch 
infolge der auflockernden Wirkung der gepufferten Osmiumsaure nahezu 
homogen (Abb. 1). Es ist wahrscheinlich, daf das neutrale OsO, die im 
lebenden Zustand sehr stark aufgelockerten Chromosomen in geringerem 
Mae zu der fadigen Gestalt kontrahiert als die saure Fixierungsfliissig- 
keit. Ein verlangsamtes Eindringen, durch das die Pachytainchromosomen 
Zeit gewinnen, zu friihen Leptotan- oder Interphasestadien zuriickzukehren, 
diirfte wohl kaum anzunehmen sein. 

Diese Auflockerung der Kernstrukturen findet bis zur Fixierung des 
diffusen Stadiums statt, erst die Chromosomen des spaten Diplotans und 
der Meta- und Anaphase zeigen die auch bei den iiblichen Fixierungs- 
methoden auftretende Gestalt. Fiir unseren Versuch, den submikroskopi- 
schen Feinbau der Chromosomen aufzuklaren, erweist sich aber gerade 
dieses besondere Verhalten der friihen Prophasestadien als sehr vorteil- 
haft, denn damit ist die Schwierigkeit der zu dichten und nicht mehr analy- 
sierbaren Lagerung der Unterelemente umgangen, an der die bisherigen 
Bemiihungen gescheitert sind. 


2, Die Elementarfibrillen der Chromosomen 


Die grofen Kerne der Pollenmutterzellen enthalten in nahezu homo- 
gener Verteilung sehr zahlreiche, auferst feine fibrillare Elemente (Abb. 5), 


Tab. 1. Durchmesser der Elementarfibrillen von meiotischen Prophasechromosomen. 





Objekt Mittelwert 





fo ee 118+ 1,97 A 
CUMBIA? Fi see 115+ 1,81 A 
Eile i ok bo 117 + 1,62 A 
Agapanthus ... 121+ 1,76 A 
die das nicht mehr zu kompakten Chromosomen gebiindelte Chromonema 
darstellen. Diese fibrilliren Strukturen verlaufen offensichtlichi nicht grad- 
linig, sondern sind mehr oder weniger spiralisiert, weil wir sie in unseren 
etwa 200—300 A dicken Schnitten stets nur iiber kurze Strecken verfolgen 
kénnen. Ihre Dicke ist sowohl innerhalb eines Zellkerns als auch in ver- 
schiedenen Praparaten auffallend einheitlich. Wir haben daher mit einer 
zehnfach vergréBernden Lupe von jeder Pflanzenart 100 Fibrillen auf einer 
groBen Anzahl von Bildern bei einer VergréRerung von 1 : 21.600 gemessen 
und erhielten die in Tabelle 1 zusammengestellten Durchschnittswerte. 
Aus der Tabelle ergibt sich zunichst fiir jedes einzelne Objekt ein sehr 
einheitlicher Wert der fibrillaren Elemente, dariiber hinaus aber auch ein 
einheitlicher Wert fiir alle von uns untersuchten Pflanzenarten. Wahrend 
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wir in der vorlaufigen Mitteilung dieser Ergebnisse (Marquardt, Liese 
und Hassenkamp 1956) nur Pachytanchromosomen von Monokotylen 
gemessen hatten, finden wir jetzt auch bei einer dikotylen Pflanze, Paeonia, 
ahnliche Resultate, so da wir unsere bereits dort getroffene Vermutung, es 
handle sich offenbar um ein konstantes, einheitliche Make zeigendes Unter- 
element der Chromosomen, hier bestatigt finden. 

Wenn somit bei vier verschiedenen pflanzlichen Objekten sowohl inner- 
halb einesObjektes als auch beim Vergleich der verschiedenen untereinander 
vollig itibereinstimmende Mae fiir die fibrillaren Elemente des Zellkerns 
festgestellt werden kénnen, dann sind wir berechtigt, diese elektronenoptisch 
nachgewiesenen Strukturen als typische Bauelemente der Chromosomen 


adi be 

Abb. 6. Lilium candidum, Pachytan. Ausschnitte aus dem Zellkern; Subfibrillen 

in Spiralen von 110—120 A Durchmesser, Spiralen 1. Stufe gelegt, welche den Ele- 

mentarfibrillen entsprechen. OsOs-Fixierung mit Kaliumbichromatbeizung. Vergr. 
128.600 : 1. 


anzusehen. Frey-Wyssling (1955) schlagt fiir die ebenfalls 100 A dik- 
ken Einheiten der Zellwand die Bezeichnung ,,Elementarfibrille“ vor, Wir 
iibernehmen diese Terminologie in unseren Rahmen und bezeichnen dem- 
nach die 110—120A breiten Unterelemente der Pachytanchromosomen als 
Elementarfibrillen. Im folgenden wird einerseits zu zeigen sein, inwieweit 
diese Fibrillen untergliedert sind, und andererseits, wie sie zu héheren Ein- 
heiten bis hinauf zu den lichtmikroskopisch sichtbaren Chromosomen zu- 
sammengefiigt sind. 


Die Struktur der Elementarfibrillen 


Die Elementarfibrillen sind nicht die letzten im Elektronenmikroskop 
sichtbaren Einheiten, vielmehr setzen sie sich noch aus einem weiteren 
Unterelement zusammen. 

Bei allen Objekten fallt in den elektronenmikroskopischen Bildern eine 
regelmaBige, auferordentlich feine Querstrukturierung auf, deren Breite 
20—30 A betragt (Abb. 6a und b). In sehr giinstigen Aufnahmen laRt sich 
diese Querbanderung als eindeutige Spirale identifizieren; damit ist nach- 
gewiesen, daft die Elementarfibrille durch die Aufspiralisation eines 


Abb. 5. Lilium candidum, Pachytin; Ausschnitt aus dem Kern. OsOs-Fixierung 

mit Kaliumbichromatbeizung, Vergr. 18.000:1. Ausschnitt a, b, c, d: Elementar- 

fibrillen in Spiralen 2. Stufe gelegt, die meistenteils im Ultradiinnschnitt als zwei- 
reihig angeordnete Granula zum Ausdruck gelangen. Vergr. 47.520: 1. 
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20—30 A breiten Fadens zustande kommt, den wir als Subfibrille bezeich- 
nen wollen (vgl. die vorliufige Mitteilung Marquardt, Liese und 
Hassenkamp 1956). Unter diesem Begriff verstehen wir somit das letzte 
elektronenoptisch sichtbare Bauelement der Chromosomen, das in eine 
gleichmafige Spirale von 110—120A gelegt ist. Die im vorhergehenden 
beschriebene Elementarfibrille erscheint uns nur in denjenigen — allerdings 
hiufig beobachtbaren — Fiillen als selbstandige Einheit, in denen die Sub- 
fibrille nicht klar genug ausgepragt ist. 


4. Die Zusammenfassung der Elementarfibrillen zu 
héheren Einheiten 
a) Modellversuche und ihr Vergleich mit den Ultradiinnschnitten 
Um die Zusammenfiigung der Elementarfibrillen zu iibergeordneten 
Strukturen zu verstehen, stellten wir Modelle her, denn es ist sehr schwie- 


“leno 


b 


Abb. 7. a. Langsschnitte, b. Querschnitte durch das Modell einer einzelnen, einfach 
gewundenen Spirale. 





rig, raumliche Gebilde, die durch das Ultramikrotom in zahlreiche diinnste 
Scheiben zerlegt wurden, aus den Bildern zu rekonstruieren, die dabei ent- 
stehen. 

Wir stellten aus Plastilin oder aus mittels Plastigum geharteten Woll- 
faden Einzelschrauben von unterschiedlicher Weite und Hohe her, die in 
Paraffin eingebettet wurden. Da die Ultradiinnschnitte annahernd die Dicke 
der Elementarfibrillen besitzen, namlich 200—300 A, wurden die Schnitte in 
verschiedenen Ebenen durch die Paraffinblécke auch im entsprechenden 
GréRenverhaltnis zu den Plastilinfaden gefiihrt. 

Haben wir durch die Langsachse der Schrauben geschnitten, dann finden 
wir zwei parallel verlaufende. manchmal gegeneinander versetzte Punkt- 
reihen, in mehr tangentialen Schnitten dagegen langliche einander zuge- 
ordnete Stabchen (Abb. 7 a). Nur sehr kleine Spiralen kénnen in einem ein- 
zigen Schnitt als solche ganz erkannt werden. Querschnitte durch locker 
gewundene Schrauben werden als Kreissegmente verschiedener Zahl und 
GroBe sichtbar (Abb. 7 b). 

Vergleichen wir mit diesen Ergebnissen unsere elektronenmikroskopi- 
schen Bilder der Pachytanchromosomen, dann ist hier tatsachlich eine groke 
Anzahl feiner, dunkler Granula zu beobachten, deren Gréfe zwischen 
100—300 A schwankt. Sie sind nicht regelmafig rund, sondern haufig oval 
bis langlich. Oft erblickt man sie in kleinen Ketten hintereinander ange- 
ordnet, wie wenn sie auf den Fibrillen aufgereiht waren. (Abb. 5d). Es 
laBt sich in diesen Fallen meistens jedoch keine Verbindung zwischen ihnen 
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feststellen, so da diese Strukturen als Langs- bzw. Schragschnitte durch 
Spiralen, und zwar durch in Spiralen gelegte Elementarfibrillen anzusehen 
sind. Infolge der Auflockerung kénnen diese Spiralen bald enger, bald 
weiter gewunden oder auch gestreckt worden sein. Ihre Weite schwankt 
zwischen 350 und 800A. Darum konnten auch keine fiir die einzelnen 
Pflanzenarten spezifischen Spiraldurchmesser ermittelt werden. 

Die untereinander gereihten langlichen Granula, wie sie auf Abb. 5c¢ 
gezeigt werden, sind auf Tangentialschnitte durch Spiralen dieser Art zu- 
riickzufiihren. Auf den Ausschnitten a und b der Abb. 5 sind sehr flach an- 
gelegte Spiralen, auf dem Ausschnitt c unten ist ein Querschnitt dargestellt. 
Ahnliche Strukturen sind in allen Abbildungen enthalten und entsprechen 
ganz den Konfigurationen in den Modellen. 

Es ergibt sich somit, daf mindestens ein Teil der elektronenoptisch zu 
beobachtenden Strukturen mit Sicherheit auf das Vorhandensein einer wei- 
teren Spirale schlieBen lat, die derjenigen der Subfibrille iibergeordnet 
ist. Wir haben demnach zu unterscheiden: einmal die Subfibrillen-Spirale 
von 110—120 A (= Spirale erster Stufe) die gleichbedeutend der Elementar- 
fibrille ist, und zum andern die Elementarfibrillen-Spirale von 350—800 A 
Durchmeser als Spirale der zweiten Stufe. 

Das Modell einer einzelnen, einfach gewundenen Spirale ergibt im 
Schnitt immer diese sehr einfachen Bilder, die etwa vergleichbar sind mit 
den in ganz anderem Zusammenhang von Strugger (1957) entwickelten 
Modellen. Das Chromatingeriist der Zellkerne ist im elektronenmikroskopi- 
schen Bild jedoch gréRtenteils verwickelter aufgebaut, und darum kann 
nicht erwartet werden, daf die Elementarfibrillen stets als Einzelspiralen 
vorliegen. Das bisher modellhaft dargestellte und elektronenoptisch tat- 
sichlich aufgefundene Spiralsystem aus einer einzelnen Fibrille, namlich 
der Subfibrille als letztes sichtbares Bauelement der Chromosomen, geniigt 
offenbar nicht, um aus der sublichtmikroskopischen Dimension in die licht- 
mikroskopische zu gelangen. Eine Vereinigung der Sub- und Elementar- 
fibrillen zu einem iibergeordneten Ganzen muf vielmehr durch ein Z u- 
sammenfiigen von Einzelspiralen und durch die Kombina- 
tionderartigerSpiralsysteme erfolgen. Die Art und Weise, wie 
mehrere Spiralsysteme ineinandergefiigt werden kénnen, laft zwei Még- 
lichkeiten unterscheiden: 1. Die Anorthospirale, bei der die Einzelspiralen 
frei voneinander trennbar sind; sie kénnen daher beliebig weit auseinander- 
gezogen werden, bis sie véllig frei nebeneinander liegen. 2. Die Ortho- 
spirale, welche keine freie Trennbarkeit der Einzelelemente erlaubt. Die 
Weite der Spiralen begrenzt ein Auseinanderweichen der Einzelschrauben, 
und diese hingen stets mit ihren Windungen ineinander. Beide Spiraltypen 
geben weiterhin verschiedene Bilder, je nachdem, ob die Spiralen vollstan- 
dig ineinandergepreft sind und so nur eine einzige vortauschen (Kompres- 
sionsspirale), oder ob die einzelnen Schrauben locker nebeneinander liegen. 

Zunichst wurden Modelle von Kompressionsspiralen angelegt, bei denen 
mehrere Plastilinschrauben vollstandig ineinandergefiigt wurden. Das Bild 
der Paraffinschnitte ist ganz ahnlich wie bei den im vorhergehenden be- 
schriebenen Modellen (Abb. 7), lediglich die Aufeinanderfolge der Schnitt- 





254 Gisela Bopp-Hassenkamp 


punkte ist etwas dichter. Es ist dabei gleichgiiltig, ob Ortho- oder Anortho- 
spiralen vorliegen. Sind die Spiralen nicht vollstandig ineinandergeschoben, 
sondern hangen sie nur lose zusammen, so entsteht eine Anordnung der 
Granula, wie sie jeweils in den drei Serienschnitten durch eine Anortho- 
spirale (Abb. 8a) und durch eine Orthospirale (Abb. 8b) zu sehen sind. 
Die beigefiigten Strichzeichnungen verdeutlichen die Ausgangsmodelle. Der 
entscheidende Unterschied zu den Kompressionsspiralen besteht darin, da 


1G 


a 
Abb. 8. Serienschnitte durch eine Anorthospirale (a) und eine Orthospirale (b); 
jeweils links das Modell. 


die Schnittpunkte nicht mehr regelmafig in Reihen angeordnet sind, son- 

dern wahllos durcheinander zu liegen scheinen, und daher die zugrunde 
gelegten Spiralen nicht mehr 
erkannt werden kénnen. 

In den Ultradiinnschnitien 
liegen die Granula meistens in 
ziemlich dichter Reihenfolge, es 
ist daher wahrscheinlich, da 
sich die Elementarfibrillen 
durch die Kompression ihrer 
Spiralen zu héheren Einheiten 
vereinigen. Auf diese Weise 

Abb. 9. a Modell von Spiralen 3. Stufe, die von lassen sich die hiufig atest 
Spiralen 2. Stufe gebildet werden; b Serien- W&!S® auftretenden Strukturen 
schnitte durch ein derartiges Modell. im elektronenmikroskopischen 
Bild erklaren. Nicht immer ist 
die Lage der Granula und Elementarfibrillen-Abschnitte jedoch derart iiber- 
sichtlich, und man kann sich vorstellen, daB in unseren Praparaten die 
Spiralen nicht mehr vollstandig komprimiert sind, sondern infolge der 
Auflockerung des Chromonemas nur lose ineinanderhangen. Weder im Mo- 
dell noch im Ultradiinnschnitt sind dabei die beiden Spiralisationstypen zu 
unterscheiden, so dai diese vielfach diskutierte Frage. ob die Langselemente 
der Chromosomen als Ortho- oder Anorthospiralen vorliegen, also auch im 
elekitronenmikroskopischen Bereich nicht endgiiltig beantwortet werden 
kann. Da aber nebeneinanderliegende, véllig getrennte Spiralen mehrfach 
beobachtet werden kénnen (Abb. 5a), darf vielleicht angenommen werden, 
daf die Kompressionsspiralen der Elementarfibrillen alle frei trennbar 
und also Anorthospiralen sind. 
Die Bildung von Fibrillenbiindeln und schlieBlich von Chromosomen 
des lichtoptischen Bereichs kann jedoch nicht ausschlieBlich auf eine ein- 
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fache Kompression und nur auf eine parallele Lagerung der Spiralen zu- 
riickgefiihrt werden. Die von uns erzielten Bilder sind viel komplizierter 
aufgebaut. Wir legten darum Modelle an, bei denen einfache oder kom- 
primierte Spiralen der 2. Stufe parallel nebeneinandergeordnet und durch 
eine Spirale der 3. Stufe zusammengefaft wurden (Abb. 9 a). Die Bilder 
der einzelnen Serienschnitte (Abb. 9 b) sind sehr uniibersichtlich, und die sich 
ergebenden Mdédglichkeiten der Zusammenfiigung von Einzelelementen 
auRerordentlich vielfaltig, so daf eine nachtragliche Deutung derartiger 
Figuren kaum noch mdglich ist. Die elektronenoptischen Bilder gleichen in 
vielen Ausschnitten weitgehend diesen Modellen, obwohl nicht genau die 
gleichen Konfigurationen wiedergefunden werden kénnen, denn das Schnitt- 
bild unseres Modells gibt nur eine der unendlich vielen Méglichkeiten wie- 
der, die die raumliche Beziehung der einzelnen Spiralen zueinander er- 
klaren kénnen. Es ist daher sehr wahrscheinlich und eigentlich nicht anders 
denkbar, daf auf diese Weise, namlich durch die jeweilige Kompression von 
Spiralen der entsprechenden Gréenordnungen, die Verbindung der 
Elementareinheiten zu iibergeordneten Strukturen erfolgt. 


b) Das Bild von Pachytéin- und Metaphasechromosomen im nicht 
auf gelockerten Zustand 


Nach der Fixierung mit Osmiumtetroxyd haben wir nur selten Kerne 
angetroffen, in denen die Chromosomen noch als solche zu erkennen sind, 
und wo nur eine ganz geringe Auflockerung des Chromonemas stattgefunden 
hat. In dem auf Abb. 10 wiedergegebenen Kern von Gasteria sind die 


Chromosomen nur wenig aufgelockert. Die Elementarfibrillen sind zu ver- 
halinismaBig dichten Biindeln zusammengefaBt, ihr Durchmesser betragt 
jetzt etwa 150A. Dieser etwas gréRere Wert kann einmal dadurch zu- 
stande kommen, daf sie sehr dicht liegen und ihre Einzelgrenzen daher in 
den Schnitten nicht mehr wahrgenommen werden kénnen, wodurch dickere 
Fibrillen vorgetauscht werden. Zum andern kann aber auch die Weite der 
Subfibrillen-Spirale, welche gleichbedeutend der Elementarfibrille ist, zuge- 
nommen haben. Dies ist vielleicht bedingt durch die allgemein engere Spi- 
ralisation in diesem Erhaltungszustand der Chromosomen, die an der viel 
dichteren Anordnung der Granula erkannt werden kann. 


Zwischen diesen deutlich erkennbaren Biindeln von Elementarfibrillen 
befinden sich sehr fein ausgeflockte Substanzen in unregelmafiger Ver- 
teilung, von denen man annehmen darf, daf sie nicht chromosomaler Na- 
tur sind. Es ist vielmehr wahrscheinlich, daB es sich dabei um die Karyo- 
lymphe bzw. akzessorische Substanzen handeli, die elektronenmikrosko- 
pisch in dieser Form zur Darstellung gelangen. Eine sichere Aussage isi 
aber auf Grund der bisherigen Bilder nicht méglich. 

Die Chromosomen der Meta- und Anaphase sind noch starker spirali- 
siert als die Pachytanchromosomen und extrem kontrahiert; die vielfache 
Aufspiralisation der Elementarfibrillen in diesen Stadien verursacht damit 
ein dauRerst uniibersichtliches Bild in den Ultradiinnschnitten. Indem jetzt 
keine Auflockerung der Chromosomenunterelemente mehr stattfindet, kén- 
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nen Einzelheiten der Feinstruktur in den kompakt zusammenliegenden 
Chromonemen nicht mehr erfaft werden. 


5. Untersuchungen an heterochromatischen Kernen 


Im Lichtmikroskop zeigen die Pachytanchromosomen vorwiegend euchro- 

matischer Objekte wie Gasteria, Lilium oder Paeonia nicht selten langere 

oder kiirzere Segmente, die dichter 

erscheinen und dunkler gefarbt sind 

als die iibrigen Chromosomenteile, 

und die als Heterochromatin bezeich- 

net werden. Die Frage, wie dieses 

Heterochromatin elektronenoptisch 

aussieht, kann nur an einem Objekt 

gelést werden, das stark heterochro- 

matische Chromosomen besitzt; aus 

diesem Grunde zogen wir Agapan- 

Abb. 10. Gasteria trigona, Pachytin; thus umbellatus zu unseren Unter- 
Ausschnitt aus dem Zellkern. Die Ele- suchungen heran. 

mentarfibrillen noch zu verhaltnismafig In den Ultradiinnschnitten von 

dichten Biindeln zusammengefaft. OsO,- diesem Objekt kénnen dunklere 

Fixierung. Vergr. 18.800 : 1. Partien beobachtet werden, die sich 

von der iibrigen Chromatinmasse 

deutlich abheben. Auf Abb. 11 wird der Ausschnitt eines Kernes wieder- 

gegeben, wo in dem lockeren Geriistwerk der Elementarfibrillen stark elek- 

tronenstreuende Abschnitte zu erken- 

nen sind. Diese Bezirke werden zum 

Teil durch eine sehr dichte Lagerung 

der Fibrillen hervorgehoben: sobald 

sie etwas lockerer erscheinen, lassen 

sich Elementarfibrillen beobachten, die 

den gleichen Durchmesser besitzen wie 

in den anderen Gebieten des Zellkerns. 

Meistens sind die Partien jedoch so tief 

geschwarzt, daft keine Struktureinzel- _— 

heiten erkannt werden kénnen, Da Abb. 11. Agapanthus umbellatus. 

Ausschnitt aus einem Pachytan-Kern; 


Heterochromatin als dichte, stark os- 
mierte Partien sichtbar. OsO,-Fixie- 
rung mit Kaliumbichromatbeizung. 


AY 


derart stark osmierte Zonen sehr regel- 
maRig bei Agapanthus, dagegen nur ge- 
legentlich und in viel geringerem Aus- 


mak bei den anderen, vorwiegend Vergr. 50.400 : 1. 
euchromatischen Objekten vorkommen, 

ist es sehr wahrscheinlich, daB in ihnen das Heterochromatin seinen Aus- 
druck findet. 


Chromomeren, die auch bei den euchromatischen Objekten ohne wei- 
teres nachzuweisen sind, und die von Oehlkers und Mitarbeitern 
(Linnert 1955. Oehlkers und Eberle 1956, Eberle 1957) als 
kleinste Portionen Heterochromatins gedeutet wurden, kénnen elektronen- 
mikroskopisch in dem feinfibrillaren Geriistwerk der Zellkerne nicht auf- 
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gefunden werden, etwa in Form einer Anhaufung der vorhin beschriebenen 
Granula oder einer regelmaftigen Verteilung des Heterochromatins. Das 
Heterochromatin vielmehr, das sich bei Agapanthus stets sehr deutlich aus- 
pragt, tritt bei den euchromatischen Objekten auferst sparlich, meistens 
gar nicht auf, so daff es uns mit der hier angewendeten Praparationstechnik 
nicht modglich ist, einen Zusammenhang zwischen Heterochromatin und 
Chromomeren aufzufinden. 


Diskussion der Ergebnisse 


1. Die Elementarstrukturen der Chromosomen 


Ungeachtet der sehr grofen Schwierigkeiten, die bei der Aufklarung der 
sublichtmikroskopischen Struktur der Zellkerne auftreten, sollte in der 
vorliegenden Arbeit versucht werden, einen Einblick in den Feinbau der 
Chromosomen zu gewinnen. Die Ergebnisse sind abhangig von der verwen- 
deten Praparationsmethode. So fiihrt die Isolierung von Chromosomen so- 
wie die Herstellung beschatteter Ausstrichpraparate und das stets mit die- 
sen Methoden verbundene Austrocknen der Objekte zu groben Artefakten. 
Daher sollen im Zusammenhang dieser Arbeit nur diejenigen Befunde be- 
sprochen werden, die mit der Diinnschnitt-Technik gewonnen wurden, weil 
mit Hilfe dieser Technik derartige Artefakte vermieden werden kénnen. 

Indem die vom Lichtmikroskop her gut analysierten Chromosomen der 
Meta- und Anaphase im Elektronenmikroskop ein véllig undurchsichtiges 
Bild hinsichtlich ihrer Feinstruktur liefern, wie auch aus den Arbeiten von 
Rosza und Wykoff (1951), Wy kof f (1956) sowie von Selby (1953) 
entnommen werden kann, sind diese Teilungsstadien fiir den Zweck unserer 
Untersuchungen denkbar ungeeignet. Die allzu kompakte Lagerung der 
Unterelemente bedingt eine tiefere Schwarzung der Chromosomen und 
verhindert darum einen Einblick in ihren Feinbau. Als weitaus giinstiger 
erweisen sich die Chromosomen im Pachytanstadium der Meiosis, die nach 
der Fixierung mit gepuffertem Osmiumtetroxyd in einem mehr oder weni- 
ger aufgelockerten Zustand erscheinen. Dadurch ist es zwar nicht mehr 
moglich, das vom Lichtmikroskop her gewéhnte Bild kompakter, gegen die 
Karyolymphe scharf abgegrenzter Chromosomenfaden zu erkennen. Aber 
die Unterelemente der Chromosomen sind iiber den ganzen Kernraum ver- 
haltnismaBig iibersichtlich ausgebreitet und auf diese Weise einer ge- 
naueren Analyse zuganglich. Die nicht-chromosomalen Kernsubstanzen be- 
finden sich alsdann vermutlich diffus verteilt und sehr fein ausgeflockt 
zwischen diesen Einzelelementen. Infolge dieser feinen Verieilung lassen 
sich daher zunachst keine gréBeren Areale reiner Karyolymphe feststellen. 

Als wesentlichstes Ergebnis konnten wir das Vorhandensein einer Sub- 
fibrille mit einem Durchmesser von 20—30A als letzte im Elektronen- 
mikroskop auflésbare, fadige Struktur der Chromosomen nachweisen. Sie 
ist in eine gleichmafig gewundene Spirale gelegt, deren Weite 110—120 A 
betragt, und die wir als Elementarfibrille bezeichnen (Marquardt, 
Liese und Hassenkamp 1956). 

Es lat sich schwer entscheiden, welcher Art die Subfibrille ist, weil wir 
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iiber die chemische Natur der einzelnen Kernstrukturen nur schlecht unter- 
richtet sind. Sicher erkannt und analysiert ist die DNS-Komponente als 
wesentlicher Bestandteil der Chromosomen, deren Molekiile nach dem Mo- 
dell von Watson und Crick (1953) Doppelschrauben mit einem Durch- 
messer von ca. 20A darstellen. Es la&t sich denken, daf derartig spiralig 
gebaute Makromolekiile selbst das Grundgeriist des Chromonemas bilden, 
und daf dieser molekulare Aufbau die Grundlage fiir das Spiralsystem 
der Chromosomen ist. worauf spater noch zuriickzukommen sein wird. Nach- 
dem Frase und Williams (1953) bei Bakteriophagen den spiraligen 
Aufbau der DNS-Makromolekiile elektronenoptisch beobachten konnten, 
ergibt sich mit grofer Wahrscheinlichkeit, daf auch die 20—30A breite 
Subfibrille als letztes elektronenoptisch sichtbares Bauelement der Chro- 
mosomen selbst schon das Band der DNS-Doppelspirale ist. Hier deutet sich 
ein Zusammenhang zwischen dem biochemischen und dem submikroskopisch 
strukturellen Aufbau der Chromosomen an. 

Neben der Desoxyribosenucleinsiure enthalten die Zellkerne jedoch 
auRerdem etwa 50—80% Proteine, wahrscheinlich vom Histontyp (Mazia 
1941, Serra 1955). Wie diese in den Chromosomen vorliegen, ob nur als 
akzessorische Substanz oder ob auch am Aufbau des Grundgeriists beteiligt, 
ist bisher nicht sicher bekannt. Ahnlich wie fiir die Nucleinséuren wird aber 
auch fiir die Proteinmakromolekiile ein Schraubenbau postuliert (W il- 
kens, Stakes und Wilson 1953, Pauling und Corey 1953). Uber 
die Bindungsweise und die Beziehungen zwischen den Polypeptidketten 
und den DNS-Schrauben besteht allerdings noch keine Klarheit. 


2. Das Spiralsystem der Chromosomen 


Die Subfibrillen sind stets in Spiralen gelegt, deren Durchmesser ver- 
haltnismaRig konstant 110—120A betragt. Bei den vier untersuchten 
Pflanzengattungen, gleichgiiltig, ob sie zu den Monokotyledonen oder den 
Dikotyledonen gehéren, ist der Durchmesser der Subfibrillenspirale immer 
gleich. Wir bezeichnen diese Spirale darum als Elementarfibrille, weil sie 
im elektronenmikroskopischen Bild oft nicht klar genug zum Ausdruck ge- 
langt, und die Elementarfibrille somit als letzte, selbstandige Einheit er- 
scheint. 


Von Hovanitz (1935) und Lowman (1956) wurden Speicheldriisenchromo- 
somen elektronenoptisch untersucht. Es handelt sich hierbei um hochdifferenzierie, 
in einem ganz anderen physiologischen Zustand befindliche Chromosomen. Den- 
noch fanden die Autoren eine entsprechende Fibrillenstruktur und geben die Dicke 
der Fibrillen mit 100 A an. Dabei ist besonders bemerkenswert, da® Lowman, 
obwohl er eine andere Fixierung (mit Formalin) benutzte, zu gleichen Mefresul- 
taten gelangte. Beermann und Bahr (1954) beschreiben in ihren Untersuchun- 
gen iiber die submikroskopische Struktur des Balbiani-Rings ebenfalls fibrillire 
Strukturen von 350—100 A. Ahnliche Ergebnisse sind von Kaufmann und De 
(1956) sowie von Kaufmann und McDonald (1957) und Fawcett (1956) 
berichtet worden. 

Andere Zahlen, die an isolierten Chromosomen oder an Schmierpraparaten mit 
der Beschattungstechnik gewonnen wurden, sind bei Yasuzumi, Odate und 
Ota (1951) und Ris (1956) zu finden. Die verwendeten Methoden sind aber, wie 
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schon eingangs erwahnt, fiir die Darstellung von Chromosomen unbefriedigend, die 
Ergebnisse daher nicht mit den unsrigen zu parallelisieren. 


Die Elementarfibrillen vereinigen sich zu héheren Struktureinheiten, 
aber der Anschluf der bisher geschilderten Befunde an die mit dem Licht- 
mikroskop gewonnenen Ergebnisse ist sehr schwierig, weil ein Ubergang 
fehlt von dem rein elektronenmikroskopischen zu dem lichtoptischen Be- 
reich. Mit Hilfe von Serienschnitten ware diese Schwierigkeit vielleicht zu 
umgehen, doch ist es uns nicht gelungen, derartige Schnitte in ausreichendem 
MaBe herzustellen. So kénnen wir nur an Hand von Modellen versuchen, 
die Zusammenfiigung der Elementarfibrillen zu verstehen. Solchen Modellen 
diirfen wir nicht das vom Lichtmikroskop her bekannte Chromosomenbild 
zugrunde legen, sondern miissen von den submikroskopisch aufgeklarten 
Strukturen ausgehend die Méglichkeiten einer Zusammenfassung dieser 


Einheiten nach oben hin im Modell darstellen. 


Die Elementarfibrillen sind immer nur iiber kurze Strecken zu verfolgen, 
was darauf hindeutet, daf sie nur in seltenen Fallen gestreckt verlaufen. 
Neben diesen Fibrillenabschnitten kénnen zahlreiche runde oder ovale 
Granula beobachtet werden, zwischen denen oft ganz bestimmte Lagebe- 
ziehungen herrschen. Aus dem Vergleich mit Schnitten durch verschieden- 
artige Schraubenmodelle, in denen die Anordnung der Einzelelemente 
ahnlich ist wie die der Elementarfibrillen und Granula in den Ultradiinn- 
schnitten, ergibt sich klar, daf die aus den Subfibrillen aufgebauten 
Elementarfibrillen (= Spiralen 1. Stufe) wiederum spiralisiert sind, wobei 
der Durchmesser dieser Spiralen der 2. Stufe je nach dem Grad der Auf- 
lockerung zwischen 350 und 800 A schwankt. 


Der Vergleich von Modell und elektronenoptischem Bild zeigt ferner, 
daf wahrscheinlich mehrere solcher Spiralen in einer Kompressionsspirale 
zusammengefaftt, in unseren Praparaten aber infolge der Auflockerung 
meistens nur unvollstandig ineinandergeschoben sind. Dabei laRt sich 
elektronenoptisch nicht sicher entscheiden, ob es sich um Ortho- oder An- 
orthospiralen handelt. Man muff aber annehmen, daft sich im Verlauf des 
Selbstreduplikationsvorgangs die Elementarfibrillen voneinander trennen, 
und wir nehmen daher an, daf Anorthospiralen vorliegen, zumal mehrfach 
frei nebeneinanderliegende Spiralen beobachtet werden kénnen. Die Zahl 
der in die einzelnen Stufen einbezogenen Elemente kann allerdings nicht 
bestimmt werden. 


Durch die Spiralisation werden also zwei oder mehrere selbstandige 
Faden vereinigt. Derartige Spiralen liegen wiederum zu mehreren inein- 
andergeschoben und werden durch eine Spirale der 3. Stufe zusammengefaft. 
Infolge ihres gréReren Durchmessers kann diese Spirale im elektronen- 
mikroskopischen Bild nicht mehr erkannt werden, Schnittbilder durch ent- 
sprechende Modelle zeigen aber an, daff ihre Existenz mit grofer Wahr- 
scheinlichkeit angenommen werden darf. Sie wiirde gréRenordnungsmafkig 
dann dem lichtmikroskopisch sichtbaren, gestreckt erscheinenden Leptotan- 
faden entsprechen. Die Bedeutung der Spiralisation ist vielleicht darin zu 
sehen, daf sich die Biindelung der elementaren Einheiten erst mittels dieses 
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Prinzips vollzieht. Durch das Vorhandensein eines ganzen Spiral- 
systems kann erst das im Elektronenmikroskop sehr kompliziert erschei- 
nende Bild der Chromosomen erklart werden, und dieses Spiralsystem 
ist maffgebend fiir den Zusammenhalt der Einzelelemente und deren 
Vereinigung zu iibergeordneten Verbanden. Mit Hilfe der Schnittechnik 
vermoégen wir keine exakten Aussagen iiber die Anzahl der Langselemente 
in einem Chromosom zu geben, Yasuzumi (1955) will jedoch gezeigt 
haben, daf ein Chromosom aus 32 ,,chromofilaments“ zusammengesetzt ist; 
Kaufmann und De (1956) sowie Kauf mann und Mac Donald (1957) 
andererseits geben 64 (vielleicht auch 128) Unterelemente an. 


Dem so entworfenen Bild des Chromosomenfeinbaus, beruhend auf dem 
Vorhandensein eines komplizierten Spiralsystems, liegt die Annahme zu- 
grunde, daf die im elektronenmikroskopischen Bild der Zellkerne sehr 
zahlreich auftretenden Granula von 100—300 A Durchmesser gréftenteils 
Querschnitte durch spiralig gewundene Elementarfibrillen darstellen. Bei 
unseren Objekten sind die Granula stets gleichmafig iiber die Zellkerne 
verteilt. Eine besondere Anhaiufung wie in den Banden der Riesenchromo- 
somen als auch eine regelmafige Aufreihung auf den Fibrillen, wie 
Lowman (1956) sie beschreibt, kénnen wir bei den Pachytanchromosomen 
nicht beobachten. Vielmehr bestehen zwischen den oftmals in zwei Reihen 
angeordneten Granula meistens keine Langsverbindungen, so daft wir der- 
artige Konfigurationen auf Schnittbilder von Spiralen zuriickfiihren. 


Es kommen jedoch auch andere Erklirungsméglichkeiten in Betracht. So be- 
schreiben Herkowitz (1952), Schulz. MacDuffee und Anderson 
(1954), Beermann und Bahr (1954) sowie Low man (1956) bei Speicheldriisen- 
chromosomen ahnliche Granula von 200—300 A Durchmesser, interpretieren sie aber 
nicht als Querschnitte durch Fibrillen, sondern als konstante Strukturelemente 
derselben. Lowman deutet sie als Nucleoproteide, die in dieser Form in den 
Chromosomen vorliegen. Sie sollen die relativ kurzen Proteinfibrillen der Chromo- 
somen in bestimmten Abstainden zu einem einheitlichen ,.Genonema“ zusammen- 
halten. Die Banden der Riesenchromosomen, die mehr und dichter gelagerte Gra- 
nula enthalten als die Interbanden, unterscheiden sich nach Lo w man von diesen 
also nur durch ihren héheren Gehalt an Nucleinsaéuren. Nach unseren Ergebnissen 
ist jedoch eine andere Deutung dieser Tatsache méglich, naimlich da& das Chromo- 
nema der Banden dichter spiralisiert ist. Die besondere Anhaufung der Granula 
in diesen Zonen wiirde sich somit zwanglos daraus erklaren, da® auf eine Flichen- 
einheit mehr Querschnitte von Spiralwindungen fallen. 


Auf Grund unserer Ergebnisse glauben wir nicht, da die Granula kon- 
siante Strukturkomponenten der Chromosomen darstellen, aber es darf 
nicht ausgeschlossen werden, daft akzessorische Substanz irgendwelcher Art 
bei der Fixierung mit neutralem Osmiumtetroxyd zerstreut wird und, falls 
sie nicht als Karyolymphe sehr fein ausgeflockt zwischen den Elementar- 
fibrillen in Erscheinung tritt, in den Granula ihren Niederschlag findet. 
Dies wird auch nicht in den Untersuchungen entschieden, die unabhingig 
von unseren Arbeiten in jiingster Zeit von Amano und Mitarbeitern 
(1956) in Japan an ganz anderen Objekien durchgefiihrt wurden, und die 
eine Bestatigung unserer Pilder bringen. Die Autoren konnten namlich in 
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den Kernen von Monocyten und Lymphocyten der Maus Spiralen der 
gleichen Gréfenordnungen feststellen und unterscheiden ein Protochro- 
monema von ca. 20—30 A, ein Subchromonema von 130A (260—300A in 
kontrahiertem Zustand) und ein Chromonema von 300—600 A (1000—1200 A 
in kontrahiertem Zustand). : 

Diese mit unseren Ergebnissen vollig iibereinstimmenden Befunde 
lassen den Schlu& zu, daf nicht nur fiir die Prophasechromosomen pflanz- 
licher Objekte einheitliche Werte bestehen, sondern daf diese selbst bei 
Chromosomen der verschiedenen Teilungs- und Ruhekernphasen, sowie 
bei so entfernten Objekten wie Dipteren, Saugetieren oder Angiospermen 
die gleiche GréBenordnung besitzen. Es ist sehr gut denkbar, da die sub- 
lichtmikroskopischen Strukturelemente aller Chromosomen einheitliche 
Bauprinzipien aufweisen; die unterschiedliche Dicke der Chromosomen 
einzelner Tier- und Pflanzenarten kann dann nur durch eine variierende 
Anzahl der zu einem Chromosom zusammengefaten Elementareinheiten 
und durch die Art und Weise ihrer Zusammenlagerung erklart werden. 

Der submikroskopisch nachgewiesene spiralige Aufbau der Chromo- 
somenlangselemente setzt sich bis in den lichtmikroskopischen Bereich fort. 
Wir konnten an den Chromosomen der friihen meiotischen Prophase ganz 
klar eine Spiralisation feststellen, und zwar ist bereits im Zygotin eine 
leichte Wellung als Beginn der Spiralisierung sichtbar. Mit fortschreitendem 
Pachytan nimmt der Windungsdurchmesser der Spiralen zu und betragt 
etwa 0,2—0,4u. Nach dem im Vorhergehenden entworfenen Bild eines 
ganzen Spiralsystems ware dies somit die Spirale der 4. Stufe. 


3. Das Chromomerenproblem unter Beriicksichtigung 
licht- und elektronenmikroskopischer Beobachtungen 


Der Schraubenbau der Pachytanchromosomen ist vielfach bezweifelt 
worden (Belling 1928, 1931; Huskins und Smith 1935; Ruch 1949; 
Lima-de-Faria 1950). Nach der von uns angewandten Frisch-Schmier- 
préparation laft sich jedoch ohne weiteres eine Spiralisation auf den ge- 
paarten Chromosomen erkennen. Besonders dort, wo es gelingt, die im 
engen Verband befindlichen Homologen durch starken Druck zu trennen, 
kann auf beiden Faden eindeutig eine Spirale aufgezeigt werden. Die 
Streckung der Chromosomen ist fiir eine Paarung gar nicht notwendig, denn 
nach unseren Befunden liegen die homologen Chromosomen wahrend des 
Pachytians in einer Kompressionsspirale zusammen, so da auf diese Weise 
eine vollstandige Paarung gewahrleistet werden kann. Ebenso halten es 
Oehlkers und Eberle (1956) nicht fiir wahrscheinlich, daf der ge- 
streckte Zustand der Chromosomen der geeignetste fiir die Paarung ist. 
Vielmehr geben sie fiir Bellevalia und Paeonia an, daf sich die Chromo- 
somenpaare wahrend des Pachytans in einer Anorthospirale befinden. 

Innerhalb dieser Kompressionsspiralen sind dunkler gefarbte, mehr 
oder minder verdickte Gebilde sichtbar, die man als Chromomeren an- 
sprechen kann. Bellin g (1928) Heilborn (1939) Lima-de-Faria 
(1950) beschreiben ahnliche Bildungen auf den zwar angeblich gestreckten 
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Pachytanchromosomen als regelrechte Sirukturelemenie, die stets paarweise 
und in gesetzmafiger GréRe angeordnet haufig nur Spiralen .,vortiuschen*. 
Diese paarweise angelegten Chromomeren sind nach unser Meinung auf 
eine durch die Fixierung hervorgerufene Kontraktion der Chromosomen 
zuriickzufiihren, wodurch gleichzeitig dann der Spiralbau verwischt wird. 


Abgesehen von solchen Artefakten, die wir auch in unseren Frisch- 
Schmierpraparaten vorfinden konnten, liegen die Chromomeren, auf die es 
uns hier ankommt, innerhalb der Spiralen, und zwar vorzugsweise in 
den Umkehrpunkten der Windungen. Gewifi darf eine Schattenwirkung 
zweier in einer Kompressionsschraube vereinigter Faden nicht auBer acht 
gelassen werden. Aber gerade im Zygotan, wo die Paarung noch ganz un- 
volistindig ist, treten die Chromomeren besonders deutlich hervor, und 
hier kommt eine Schattenwirkung dieser Art nicht in Frage. Auch dadurch 
kann ihr regelmaéfBiges Vorkommen wohl nicht erklart werden, da® zwei 
Spiralen gegeneinander verlaufen, und dort, wo sie sich beriihren, dunkle 
Punkte entstehen (Linnert 1955), denn im Pachytin handelt es sich um 
eine Kompressionsspirale. 

Es lassen sich drei Méglichkeiten aufstellen, die das Auftreten der 
Chromomeren innerhalb der Pachytanspirale zu erklaren vermégen. K au f- 
mann (1931) Naithani (1937), Linnert (1955) Colombo (1955) 
fassen sie als optische Querschnitte eines spiralisierten Chromosomenfadens 
auf. Nach den Erwagungen von Ruch (1949), die er fiir die Minorspiralen 
der Metaphase anstellie, und die auf die Spiralen des Pachytins durchaus 
iibertragbar sind, kénnen jedoch nur Spiralen, die gréfer sind als die 


Tiefenschirfe des Mikroskops und etwa 0,5—0,6 « im Durchmesser betragen, 
in Form von zweireihig angeordneten Scheibchen oder Knoten abgebildet 
werden. In unserem Falle, wo die Spiralen kleiner oder héchstens gleich der 
Tiefenscharfe sind, werden stets ganze Schrauben sichtbar. 


Das Bild der Chromomeren kann weiterhin durch eine ungleichmafige 
Spiralisierung, also durch Spiralisationsdifferenzen entstehen. Diese Inter- 
pretation wurde zum erstenmal von Oehlkers und Mitarbeitern (1956, 
1957) gegeben. Nach ihrer Auffassung kommen die Chromomeren dadurch 
zustande, daft heterochromatische Partien, die auch bei euchromatischen 
Objekten ziemlich gleichmafBig iiber die ganze Lange der Chromosomen 
verteilt sein sollen, bei der Aufspiralisation im Pachytan mit in die Spirale 
eingehen und dann als kugelige oder langliche Gebilde in Erscheinung 
treten. Dabei unterscheiden sich die heterochromatischen Teile von den 
euchromatischen durch einen anderen Rhythmus in der Spiralisation. Es 
miiBte sich hier somit um Spiralisationsdifferenzen in einer Spirale von 
kleinerer GréBenordnung als die Pachytanspirale handeln. Diese kleinere 
Spirale wird im Lichtmikroskop nicht mehr aufgelést, so daf auch der Auf- 
bau der Chromomeren, der in diesem Falle also durch eine unterschiedliche 
Ganghiéhe oder Weite einer derartigen Spirale zu erkliren wire, nicht er- 
kannt werden kann. Allerdings bleibt die Frage offen, warum die Chromo- 
meren so hiufig in den Umkehrpunkten der Schrauben zu beobachien sind. 


Eine dritte Méglichkeit, die in der Literatur bisher noch nicht beriick- 
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sichtigt wurde, besteht darin, das Chromomerenbild auf irgendwelche Sub- 
stanzen zuriickzufiihren, die den Chromosomen aufgelagert sind. Wie im 
experimentellen Teil gezeigt werden konnte, ist erst durch die Vorbehand- 
Jung mit alkalischen und neutralen Agenzien eine akzessorische Substanz 
zu erkennen, indem von der Chromosomenliangsachse zahlreiche Fortsitze 
ausgehen. Diese Auslaufer, die den Chromosomen ein biirstenartiges Aus- 
sehen geben, nehmen ihren Ausgang von den Chromomeren: wir méchten 
daher diese eigentiimliche Erscheinungsform dadurch erkliren, daB akzes- 
sorische Substanz, sei es Matrixmaterial (Painter 1941), Nucleolarsub- 
stanz oder andere Stoffe, durch die Vorbehandlung von den Chromomeren 
abdiffundiert. Es ist denkbar, daff diese akzessorische Substanz auf den 
fixierten, unvorbehandelten Chromosomen iiberhaupt erst das Bild von Chro- 
momeren verursacht. Die Chromomeren sind deshalb nicht als feststehende 
Strukturelemente, sondern als Bildungen dieser Substanzen an- 
zusehen, die vielleicht nur infolge der Fixierung derartige Formen an- 
nehmen. Das Vorhandensein der akzessorischen Substanz macht es jetzt 
auch verstandlich, warum der fiir die Pachytanchromosomen als typisch be- 
schriebene Chromomerenbau trotz der sorgfaltig ausgewahlten Fixierungs- 
mittel immer wieder auftritt. 

Dunkler gefarbte Partien, die sich iiber eine oder mehrere Spiralwin- 
dungen hinziehen, kénnen dagegen nur als Folgen einer Aufspiralisation 
heterochromatischer Abschnitte im Sinne von Oehlkers und Eberle 
(1956, 1957) verstanden werden. Diese Bildungen werden aber als Makro- 
chromomeren bezeichnet und sind von den euchromatischen Mikrochromo- 
meren zu unterscheiden. Somit ergibt sich, daf die Deutung des Chromo- 
merenbildes nicht nur auf eine einzige Weise erfolgen kann, sondern daft 
vielmehr mehrere Wege eingeschlagen werden miissen, um ihr Vorkommen 
zu erklaren. 


Die im Lichtmikroskop eindeutig erkennbaren Chromomeren sollten 
auch im elektronenmikroskopischen Bild sichtbar sein. Bisher sind lediglich 
von Ris (1956) bei bedampften Schmierpraparaten chromomerenahnliche 
Verdickungen an Leptotanchromosomen nachgewiesen worden. Gemessen 
an Schnittpriparaten sind derartige Praparate aber stark artificiell ver- 
andert und besitzen daher keine volle Beweiskraft. 


Bei keinem der von uns untersuchiten Objekte konnten wir elektronen- 
optisch Chromomeren beobachten. Die im vorhergehenden Kapitel beschrie- 
benen Granula von 100—300 A Durchmesser kénnen auf keinen Fall als 
Chromomeren bezeichnet werden, weil sie weit unter dem Auflésungsver- 
mégen des Lichtmikroskops liegen, und daher mit den iiblichen Chromo- 
meren nicht identisch sind. Deshalb haben wir vermieden, den Begriff 
.Chromomer“ auf diese Granula zu iibertragen. 

Durch Oehlkers und Eberle (1956) sind nun die Chromomeren mit 
dem Begriff des Heterochromatins in Zusammenhang gebracht worden, fiir 
dessen Erscheinungsform es allerdings trotz zahlreicher Arbeiten noch 
keine einheitliche Erklarung gibt. Diesem Zusammenhange nachgehend, 
untersuchten wir Agapanthus umbellatus mit stark heterochromatischen 
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Chromosomen, um zu sehen, ob und wie das Heterochromatin im elektronen- 
mikroskopischen Bild erscheint. 


Im Gegensatz zu dem, was wir bei den vorwiegend euchromatischen 
Objekten beobachteten, sind hier stark elektronenstreuende Partien zu er- 
kennen, die sich vom Euchromatin deutlich abheben und als Heterochromatin 
anzusehen sind. Jedoch laBt sich ein Unterschied im Feinbau der beiden 
Chromatine schlecht charakterisieren, da die starke Osmierung nahezu alle 
Strukturen verdeckt. Soweit man erkennen kann, liegen Fibrillen vor, deren 
Durchmesser mit dem der euchromatischen Elementarfibrillen iiberein- 
stimmt. Sie sind aber meistens so dicht gelagert, daff dickere einheitliche 
Fadenabschnitte vorgetiuscht werden. AuBerdem sind in diesen Bezirken 
vermutlich Substanzen angereichert, die die tiefe Schwarzung bedingen. 
Ohno, Kaplan und Kinosita (1956) haben an den heteropyknotischen 
XY-Chromosomen der Ratte mit Farbemethoden und Ribonuclease-Behand- 
lung sehr viel RNS nachweisen kénnen, was, auf unsere Objekte iibertragen. 
die besondere Farbung der heterochromatischen Partien erklaren kénnte. 
Ganz ahnliche chromosomale Strukturen beobachtete auch M os es (1956) bei 
seinen Untersuchungen an Krebs-Spermatocyten, deutet sie aber als Zentra!- 
struktur der Chromosomen oder ,,cores*. 


Enischeidend ist, da sich heterochromatische Strukiuren trotz der Auf- 
lockerung auch im elektronenmikroskopischen Bild vom Euchromatin ab- 
heben und unterscheiden. Wenn somit heterochromatische Partien, die gleich- 
maBig iiber die ganze Lange der Chromosomen verteilt sein sollen 
(Oehlkers und Eberle 1956), die Ursache geben fiir die lichtmikro- 
skopischen Chromomerenstrukturen, so miiften diese Chromomeren gleicher- 
mafen wie das Heterochromatin im Elektronenmikroskop sichtbar sein. Sie 
sind aber nie in dieser Weise zu erkennen, so daf sich damit ein deutlicher 
Unterschied ergibt in der elektronenoptischen Erscheinungsform des echten 
Heterochromatins und demjenigen, das OehIlkers und Eberle verani- 
wortlich machen fiir das Chromomerenbild. Dieser Unterschied kann realer 
Natur sein, kann jedoch auch durch den aufgelockerten Zustand der Chro- 
mosomen nach unserer Fixierungsmethode hervorgerufen werden. Aber 
selbst auf sehr wenig aufgelockerten Chromosomen sind Chromomeren in 
dieser Form elektronenoptisch nicht zu erkennen. 


SchlieBlich ist die Méglichkeit zu erwihnen, daB die Chromomeren auf 
Grund ihrer Zusammensetzung aus akzessorischer Substanz iiberhaupt nicht 
als einheitliche Bildungen darstellbar sind. Wie die akzessorische Substanz 
aber im Elektronenmikroskop zum Ausdruck gelangt, ist nicht bekannt und 
bedarf weiterer Untersuchungen. 


Zusammenfassung 


1. Mit Hilfe des Lichtmikroskops konnte sowohl im Zygotiin als auch im 
Pachytan der Meiosis von Gasteria, Lilium, Paeonia und Hosta an Hand 
von Frisch-Schmierpraparaten einwandfrei eine Spiralisation nachgewiesen 
werden, die eine zunehmende Kontraktion der Chromosomen bis zum 
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spiten Pachytan hin bedingt. Der Durchmesser der Spiralen betragt etwa 
0,2—0,4 u. 

Die spiralisierten Homologen vereinigen sich wahrend der Konjugation 
zu einer Kompressionsspirale. Innerhalb dieser Schrauben liegen Chromo- 
meren, die wegen der geringen Grofe der Spiralen keine optischen Quer- 
schnitte derselben sein kénnen. 


2. Nach der Vorbehandlung mit alkalischen oder neutralen Agenzien er- 
halten die Chromosomen ein eigentiimlich zerfranstes Aussehen, indem von 
ihrer Liangsachse zahlreiche haarférmige Fortsatze ausgehen. Diese Aus- 
liufer werden als akzessorische Substanz gedeutet, die infolge der Vor- 
behandlung von den Chromosomen abdiffundiert. 


3. Die Fortsiitze nehmen ihren Ausgang von den Chromomeren; es wird 
daher angenommen, daf diese ebenfalls auf dem Vorhandensein von akzes- 
sorischer Substanz beruhen, wobei ihre Form aber wohl erst durch die 
Fixierung hervorgerufen wird. 


4. Die elektronenmikroskopischen Beobachtungen wurden ebenfalls an 
Pachytankernen durchgefiihrt, die mit gepuffertem Osmiumtetroxyd fixiert 
wurden. Dabei erhielten die Prophasechromosomen einen sehr giinstigen 
Auflockerungsgrad, so daf ihr Feinbau nun einer Analyse zuginglich war. 
Saure Fixierung erwies sich dagegen als ungeeignet. 


5. Die Chromosomen sind aus Subfibrillen zusammengesetzt, die einen 
Durchmesser von 20 bis 30 A besitzen. Dieser Wert nahert sich auffallend 
dem Durchmesser der DNS-Doppelspirale und ist auferordentlich konstant. 


6. Die Subfibrillen bauen durch Spiralisation Elementarfibrillen von 
110 bis 120A Dicke auf, womit also die Weiie der Subfibrillen-Spirale 
(=Spirale 1. Stufe) dem Durchmesser der Elementarfibrille entspricht. 
Die GréRe der Elementarfibrillen ist bei allen von uns untersuchten Ob- 
jekten gleich und stimmt auch mit dem von anderen Autoren angegebenen 
Wert iiberein. 


7. Die Elementarfibrillen sind ihrerseits spiralisiert (Spiralen 2. Stufe). 


Infolge der unterschiedlichen Auflockerung schwankt die Weite dieser 
Spiralen zwischen 350 und 800 A (= 0,035—0,08 yw). 


8. An Hand von Modellen kénnen verschiedene Typen der méglichen 
Zusammenlagerung von Elementarfibrillen zu héheren Einheiten aufge- 
zeigt werden. Dabei ergibt sich, da mehrere Spiralen der 2. Stufe durch 
Kompression vereinigt und zu einer Spirale der 3. Stufe zusammengefaft 
sind. Diese Spirale der 3. Stufe wiirde gréRenordnungsmafBig dem im Licht- 
mikroskop gestreckt erscheinenden Leptotanfaden entsprechen, wahrend die 
Pachytinschraube die Spirale der 4. Stufe darstellt. Dieses komplizierte 
Spiralsystem bedingt das sehr schwer deutbare Bild der Chromosomen im 
Elektronenmikroskop. 


9. Neben den fibrillaren Strukturen finden sich in den Kernen Granula 
verschiedener Form und Gréfe. Sie kénnen zum grofen Teil auf Schnitt- 
bilder durch das Spiralsystem zuriickgefiihrt werden. Andererseits wird 
die Méglichkeit erwahnt, sie durch das Vorhandensein akzessorischer Sub- 
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stanzen in den Kernen zu erklaren. Eine Anhaufung derartiger Granula 
zu Chromomerenstrukturen kann nicht beobachtet werden. 

10. Heterochromatische Partien sind im elektronenmikroskopischen Bild 
deutlich durch eine dunklere ..Farbung* vom Euchromatin zu unterscheiden, 
jedoch ist eine feinere Analyse der Differenzen bis jetzt noch nicht méglich. 
Bei vorwiegend euchromatischen Objekten treten derart tief geschwirzte 
Zonen nur aduBerst selten auf. 


Herrn Professor Dr. Dr. H. Marquardt danke ich sehr fiir die Uber- 
lassung des Themas und fiir sein stetes Interesse, ebenso Herrn Dr. W. Lies e 
fiir die Einfiihrung in die Technik der Elektronenmikroskopie. 
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der Chloroplasten von Cabomba furcata Schult. f. 
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(Eingegangen am 30. Januar 1958) 


1. Einleitung und Wahl des Objektes 


Die ontogenetische Entwicklung der somatischen Chloroplasten ist von 
Strugger und Perner (1956; dort alle weitere Literatur) auf Grund 
von licht- und_ elektronenmikroskopischen Untersuchungsbefunden an 
Vegetationskegeln von Helianthus tuberosus und unter Beriicksichtigung 
aller friiheren Arbeiten zusammenfassend dargestellt und diskutiert worden. 

Mit Recht weisen die Autoren dabei darauf hin, daf die bisherigen 
Kenninisse iiber Proplastiden und ihre Entwicklung zu Chloroplasten nur 
an relativ wenigen Pflanzenarten erworben wurden, unter denen Mono- 
cotyledonen vorherrschen. Neuerdings ist zwar die Zahl der zu Propla- 
stiden-Studien herangezogenen Arten durch Krieger (1957) erweitert 
worden, doch beschrankten sich seine Untersuchungen auf eine besondere 
Fragestellung, namlich die Morphologie etiolierter Plastiden. 

Im Interesse der Verbreiterung der bisherigen Wissensgrundlage ist es 
erwiinscht, Aussehen, Bau und Entwicklung der Proplastiden bei bisher 
nicht beriicksichtigten Pflanzenarten zu untersuchen. Zweckmafigerweise 
wahlt man dazu zunachst Arten aus solchen Familien, die im natiirlichen 
System der héheren Pflanzen an phylogenetisch bedeutsamen Stellen stehen 
und von denen eine nahe Verwandtschaft zu einer Anzahl anderer Familien 
angenommen werden darf. Die Beziehungen zwischen taxonomischen Grup- 
pen kénnen damit auch auf das Gebiet der Zellorganellen ausgedehnt 
werden. 

Die Wahl fiel auf die Nymphaeaceae, die, wie z. B. in der Ubersicht von 
Walter (1950) hervorgehoben wird, innerhalb der Ordnung der Poly- 
carpicae in engen Beziehungen zu der Monocotyledonen-Ordnung Helobiae 
stehen. Im Verlaufe einiger Praparationsversuche an verschiedenen Nym- 
phaeaceen-Vegetationskegeln erschienen Arten der Gattung Cabomba be- 
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sonders gut fiir diese Untersuchungen geeignet. Ihre Sprosse sind sehr zier- 
lich gebaut, sparsam beblattert, und die Vegetationskegel lassen sich miihe- 
los freilegen, da sie nicht wie bei vielen anderen Pflanzen von zahlreichen 
Schichten junger und jiingster Blattchen umschlossen sind. Die Pflanzen sind 
durch Sprofabschnitte leicht vegetativ vermehrbar, so daft standig frisches 
Untersuchungsmaterial zur Verfiigung steht. 


Die besondere Eignung von Cabomba-Arien fiir cytologische Untersuchungen 
ist im Botanischen Institut Miinster bereits friiher festgestellt und entsprechend 
ausgewertet worden. 1926 versuchte Kassmann, erste Entwicklungsphasen der 
Chloroplasten durch direkte Dauerbeobachtungen an lebenden Vegetationskegeln 
von Cabomba-Arten zu erkennen. Der Versuch miflang, da die Beobachtungen 
infolge Absterben des Gewebes nicht lange genug ausgedehnt werden konnten. 
Im iibrigen waren damals die Proplastiden noch unbekannt, und man diskutierte 
eine Entstehung der Chloroplasten aus Chondriosomen. Die Schlu®folgerungen 
dieser Arbeit bilden daher heute keine Diskussionsgrundlage mehr. 


2. Praparationsmethoden und Optik 


Die Versuchspflanzen (Cabomba furcata Schult. f.) wuchsen im grofen 
Wasserbecken des Tropengewiachshauses des Botanischen Gartens Miinster 
bei gedampftem Licht. Die Entnahme und Praparation der Vegetations- 
kegel erfolgte in den Monaten Marz— Juni 1957. Jeweils vier (selten sechs) 
Tage vor einer Entnahme wurden einige Sprosse durch Uberstiilpen eines 
groBen Blumentopfes verdunkelt. Nach Ablauf dieser Frist wurden die 
Sprokspitzen abgeschnitten, und mit Hilfe einer binokularen Lupe sofort 


die Vegetationskegel freigelegt. Sie sehen rosa aus und sind von einem 
fadigen Schleim umhiillt, der die Untersuchungen aber nicht stérte. 

Die 3—4 mm langen., entblatterten Sprofspitzen kamen ungeteilt in das 
Fixiermittel. Eine Langshalbierung erwies sich als nicht notwendig. Als 
Fixiermittel wurden auf Grund der bisherigen Erfahrungen von Strug ger 
(1953, 1954), Grave (1954) sowie Strugger und Perner (1956) die 
Gemische nach Lewitzky, Altmann und Kopsch-Régaud (laut Vorschrift bei 
Romeis 1948) verwendet. Als bestes von ihnen erwies sich Altmanns 
Gemisch: fast ebenso gut fixierte das Gemisch nach Kopsch-Régaud. 
Lewitzky-Gemisch war weniger befriedigend. In jedem Fall blieben die 
SproRspitzen nach 3—35 Minuten Vakuum-Infiltration (Strugger 1949) 
24 Stunden in der Fixierfliissigkeit. Die anschlieBende Wasserung in flieRen- 
dem Leitungswasser dauerte 12 Stunden. Innerhalb der folgenden 48 Stun- 
den wurden sie iiber die Alkoholreihe in Methylbenzoat gebracht und iiber 
Benzol in Paraffin (Smp. 58°) eingebettet. 

Die 5—6 w diinnen Mikrotomschnitte wurden in der iiblichen Weise 
auf Objekttrager aufgeklebt, entparaffiniert und dann gefarbt. Zur Far- 
bung dienten Saurefuchsin nach Altmann oder Eisenhaimatoxylin nach 
Heidenhain in der von Romeis (1948) angegebenen Zusammensetzung. 
Wie bei Krieger (1957) ergab die Farbung mit Eisenhamatoxylin nach 
Heidenhain (Differenzierungsdauer 5 Minuten) die besten Bilder. Ihnen 
gegeniiber waren die Ergebnisse der Altmannschen Saurefuchsin-Farbung 
weniger gut. 
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Die Untersuchung erfolgte mit einem Leitz-Ortholux-Forschungsmikroskop 
(Olimmersionsobjektiv ‘/1s Fluorit, n. A. 1,32, Periplan-Okular 10X, Variocolor- 
Kondensor); zur photographischen Registrierung diente eine Leica If mit Miflex- 
Ansatz 1/s, Isopan IFF-Film. 


3. Ergebnisse 


Der klare Aufbau des Vegetationskegels ist im Ubersichtsbild (Abb. 1) 
zu erkennen. Die Fixierung der Meristemzellen des Vegetationskegel-Be- 
reiches, die oft besondere 


Schwierigkeiten bereitet, ge- »* 
§ 


lang meist befriedigend gut, 
und die einzelnen Zellen 
waren deutlich unterscheid- 
bar. Bei richtiger Farbung 
mit Eisenhimatoxylin — er- 
schienen die Kerne, die fast 
den ganzen Zellraum  ein- 
nahmen, homogen graublau, 
die Nukleolen ({—3 an Zahl) 
blauschwarz. Rings um die 
Kerne lagen gewohnlich zahl- 
reiche kleine, dunkelblau- 
grau_ erscheinende Kérper- 
chen von mehr oder minder 
linglicher Gestalt, 0.8 bis 
1.4 gro. Unschwer konnien 
unter ihnen Proplastiden ent- 
deckt werden, die aus einem 
Stroma wechselnder Form 
und einem darin enthaltenen, 
blauschwarz gefarbten Pri- 
mirgranum bestanden, wie Abb. 1. Vegetationskegel von Cabomba furcata 
sie in den zitierten friiheren Schult. f. Ubersichtsbild. Vergr. 140X. 
Arbeiten beschrieben worden 
waren. Sie hatten meist die von Strugger erwahnte Trommelschlegel- 
Form oder waren mehr spindelférmig. Selten wurden Proplastiden mit zwei 
Grana, nur einmal ein Teilungsstadium beobachtet. Mehrfach waren die 
Proplastiden in den Meristemzellen konzentrisch um den Kern in einer Weise 
angeordnet, die Abb. 2 zeigt: die Verdickung mit dem Primargranum dem 
Kern zugewendet, das schlanke Ende nach aufen. Das Primirgranum er- 
schien rund oder langoval. Am deutlichsten waren die Proplastiden in den 
Zellen der 2. oder 3. Zellreihe (vom Scheitel an gezahlt) zu erkennen 
(Abb. 3). Ihre Erscheinungsform blieb innerhalb der Scheitelregion, d. h. 
bis 0,3—0,4mm unterhalb des Vegetationskegels, im wesentlichen unver- 
andert. 

Unterhalb dieser Scheitelregion zeigte sich ein anderes Bild. Die Zellen 
waren gréfer und wiesen bereits mehr oder minder grofe Vakuolen auf. 


21* 
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In den Proplastiden wurde nunmehr Starke sichtbar. Zuniachst trat im 
Stroma ein stark lichtbrechendes, stets rundes Gebilde auf, das Doppel- 
brechung zeigte (Starke-Sphiaritenkreuze); die Grana blieben als blau- 
schwarze Punkte neben der Starke sichtbar (Abb. 4). In fortgeschritteneren 
Phasen waren die Starkekérner zu- 

sehends gréBer und liefen deutliche. 

immer mittelstandige Bildungszentren 

erkennen, die bei hoher Einstellung 

des Objektives dunkel, bei tiefer da- 

gegen hell erschienen. Daran konnten 

sie von den Grana unterschieden wer- 

den. Das einzelne Starkekorn war nie 

als Einschlu&® in einem distinkten, 

wohlumgrenzten Stromaplasma erkenn- 

bar, wie es in den Bildern von Strug- 

ger und Perner (1956) dargestelli 

wird, sondern dominierte in dem gan- 

zen Gebilde; das Stroma blieb auf 

Abb. 2. Vegetationskegel, tangential ein diinnes, meist nicht unterscheid- 
geschnitten. In der obersten Zelle bares Hiautchen beschrankt, wiahrend 
Proplastiden rund um den Kern an- die Grana wie winzige Piinktchen am 
geordnet. Vergr. 1140X. Rand der Starkekérner safen. Die 
Stairkekorner erreichten erhebliche Gro- 

Ben (bis 7 u), waren stets kugelrund und zeigten ein oft etwas gezacktes 
groBes Bildungszentrum (Abb. 5). Sie waren charakteristisch fiir eine Region, 


Abb. 3. Zellen der Scheitelregion mit Proplastiden. Vergr. 1570X. 


die das Gewebe etwa 0,4—2 mm unterhalb des Vegetationskegels umfate 
und als ,,starkereiche Region“ bezeichnet wurde. 


Im unteren Teil der starkereichen Region anderte sich wiederum das 
Bild. Die Zellen waren hier bereits langsgestreckt und weitlumig, das Cyto- 
plasma mit dem Kern nur noch wandstandig. Am Rande der Starkekérner 
zeigten sich dunkle, kommaférmige Bildungen, die das einzelne Korn mond- 
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sichelférmig zu umwachsen schienen. SchlieBlich war das ganze Starkekorn 
von einem scharf abgesetzten dunklen Ring eingefaft (Abb. 6). Bei der 
Betrachtung der vielen Ubergiinge von einem dunklen, linglichen Fleck 
am Rande des Starkekorns iiber die .Mondsichel* bis zum Vollring gewann 
man den Ejindruck, daB das 
randstandige Granum {fla- 

chig ausgewachsen sei. Die 
Umwachsung konnte auch 

von zwei Stellen ausgehen, 

also von zwei Sekundar- 
grana, so da zwei Mond- 
sicheln aufeinander zuwwuch- 

sen. Diese Falle waren je- 

doch seltener. 

Dieses .Mondsichel-Sta-  } 

dium“ war von weiteren Abb. 


x : 4. Starkebildung in den Proplastiden. 
Veranderungen begleitet. 


: Grana am Rand der Starkekérner  sichtbar 
Das Bildungszentrum des (z. B. rechts unten). Vergr. 1140X. 
Starkekorns wurde mit der 


fortschreitenden Umwachsung immer undeutlicher und endlich unsichtbar. 
Bemerkenswert war, daf gleichzeitig auch die Erscheinung der Doppel- 
brechung verschwand. Weiterhin kam es zu einer zweiseitigen Ab- 
plattung der bis da- 
hin stets kugelrunden 
Starkekérner. Von nun 
an traten’ sie’ in 
zweierlei Gestalt auf: 
einer runden, wie bis- 
her, und einer linsen- 
formigen, entsprechend 
einer Flachenansicht von 
oben oder unten und 
einer Seitenansicht. 


P 


In diesem Stadium 

diirften wir _ bereits 

Jungchloroplasten vor 

Abb. 5. Starkekérner mit grofen Bildungszentren. US haben. Der dunkle 
Vergr. 1140X. Halbmond oder Ring 

verschwand _ ebenfalls, 

und das ganze Gebilde erschien in der Flachenansicht homogen grau, 
in der Seitenansicht schwarz (Abb. 7). Gelegentlich waren (bei der 
Flachenansicht) hellere oder dunklere Einschliisse von meist unscharfer 
Umgrenzung zu erkennen, die an Starke bzw. Grana denken lieBen. Diese 
Jungchloroplasien-traten in den epidermalen und subepidermalen Zell- 
schichten etwa 3—4mm unterhalb des Vegetationskegels regelmaBig auf, 
wahrend die Mondsichel-Stadien auf die Region von 2—3 mm beschrankt 


blieben. 
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4. Diskussion 


Die mikroskopischen Beobachtungen der Proplastiden von Cabomba 
furcata zeigten verschiedene Entwicklungsstadien, die in bestimmten ,Re- 
gionen“ des meristematischen und 
postmeristematischen Gewebes des 
Sprosses vorkommen. Da _ das 
raumliche Nebeneinander dieser 
Stadien in Richtung steigender 
Differenzierung angeordnet ist, 
erscheint der Schluf® auf eine 
zeitliche Aufeinanderfolge dieser 
Stadien gerechtfertigt. 

Gestalt und Struktur der Pro- 
plastiden bestatigen die bisheri- 
gen Beobachtungen von Strug- 

: ger und Mitarbeitern, die ein- 
ay ¥ Po ‘ leitend zitiert sind. Dagegen fand 
we mms ich bisher keine Parallelen zu der 

Abb. 6. ..Mondsichel-Stadium*, Abplattung Art der Proplastiden-Entwick- 
der Starkekérner und Verschwinden des lung, wie sie hier an fixiertem 
Bildungszentrums. Vergr. 1140X. Material festgestellt wurde. Der 
Ubergang von Proplastiden zu 
Jungchloroplasien stimmt z. B. weder mit der von Fasse-Franzisket 
(1955) noch mit der von Strugger und Perner (1956) angegebenen Ent- 
wicklungsreihe iiberein, wo ein 
mehr oder minder gleitender Wech- 
sel von unigranularen iiber bigra- 
nulére zu multigranularen Phasen 
beschrieben wird. Nur bestimmte 
Einzelheiten kehren wieder: so ist 
auf den engen Kontakt der Grana 
mit den Starkekérnern schon von 
Strugger und Perner (1956) 
hingewiesen worden. In_ ihren 4 
Zeichnungen sind auch halbmond- a 
formige Stadien wiedergegeben. ij 
Daher liegt die Annahme nahe. f 
da die in den Proplastiden zu- 
nachst gebildete Starke eine wich- 
tige Funktion bei der Ausbildung 
der endgiiltigen Struktur des Chloroplasten innehat. Diese entsteht anschei- 
nend in dem so charakteristischen Mondsichel-Stadium unter dem Einflu8 der 
vom Rand flachig auswachsenden Grana, wobei die Stirke Energie und Bau- 
material liefern kénnte; das allmahliche Verschwinden der Doppelbrechung 
kennzeichnet den Verbrauch oder Umbau der Stirke. So wird, vom bloBen 
Erscheinungsbild her gesehen, aus dem im wesentlichen aus einem grofen 
runden Starkekorn bestehenden Proplastid der linsenférmige Jungchloro- 


tol 


a 3 
Abb. 7. Jungchloroplasten, Flachen- und 
Seitenansicht. Vergr. 1140X. 
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plast. Sein Bau wurde nicht mehr genauer untersucht, weicht aber von dem 
bekannten Schema Struggers (1951) offenbar nicht ab. 


Ausgangs- und Endstadium der Chloroplasten-Entwicklung, namlich 
die Proplastiden und die fertigen Jungchloroplasten, stimmen also in Ge- 
stalt und Struktur im wesentlichen mit den entsprechenden Stadien bei an- 
deren héheren Pflanzen, soweit bisher untersucht, iiberein. Nur der Weg der 
Entwicklung scheint bei Cabomba etwas anders zu sein. Diese mit den not- 
wendigen Vorbehalten skizzierte Hypothese griindet sich auf zahlreiche, 
regelmafig wiederkehrende Beobachtungstatsachen, die lichtmikroskopisch 
an fixiertem Material erarbeitet wurden. Uber ihre Richtigkeit kénnen nur 
elektronenmikroskopische Strukturuntersuchungen Auskunft geben, die 
bereits im Gange sind. 

Die Ergebnisse der Elektronenmikroskopie machen uns zur Zeit mit 
vielen neuen Tatsachen iiber die sublichtmikroskopische Struktur des Proto- 
plasmas und seiner Differenzierungen bekannt. Im Lichte dieses Fort- 
schrittes bediirfen die Aussageméglichkeit und der Aussagewert lichtmikro- 
skopischer Studien mit den besten optischen Einrichtungen einer klaren 
Begrenzung. Die vorliegende Arbeit soll auch dazu einen Beitrag leisten. 
Daneben diirfte die Wiedereinfiihrung eines fiir cytologische Untersuchun- 
gen besonders gut geeigneten Objektes von Bedeutung sein. 


Zusammenfassung 


Sprofspitzen von Cabomba furcata Schult. f. wurden in Altmanns Ge- 
misch fixiert, und die Mikrotomschnitte mit Eisenhimatoxylin nach Heiden- 
hain gefarbt. Die lichtmikroskopische Untersuchung bestiatigte die Existenz 
von Proplastiden im Vegetationskegel und ihren Aufbau aus einem Stroma 
wechselnder Gestalt und einem darin liegenden Primargranum. Die Ent- 
wicklung zum Jungchloroplasten lie® drei weitere deutlich unterscheidbare 
und auf bestimmte Regionen des Scheitelgewebes beschrankte Stadien er- 
kennen: ein Starkestadium, in dem das ganze Proplastid von einem riesigen 
Starkekorn erfiillt ist; dann das sogenannte ,.Mondsichel-Stadium*, wo die 
randstandigen Grana die Starkekérner mondsichelférmig umwachsen, eine 
Abplattung zur Linsenform eintritt und die Starke verschwindet; und 
schlieBlich das Stadium des fertigen Jungchloroplasten. 


In der Diskussion wird diese Chloroplasten-Entwicklung den von ande- 
ren héheren Pflanzen bekannten Tatsachen gegeniibergestellt. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefiihrt. Fiir die Ubertragung der Aufgabe, fiir Rat und Hilfe 
bin ich dem Direktor des Botanischen Institutes der Universitat Miinster, Herrn 
Prof. Dr. S. Strugger, sehr dankbar. 
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Zur Gleitbewegung der niederen Organismen 
Von 


R. Jarosch 


Aus der Biologischen Forschungsabteilung der Osterreichischen Stickstoffwerke 
Aktiengesellschaft (Leiter: Hochschuldoz. Dr. H. Linser) und der Mikrobiolo- 
gischen Station der Landeshauptstadt Linz (Leiter: Prof. Ewald Schild)! 


Mit 12 Textabbildungen 


(Eingegangen am 18, Februar 1958) 


Einleitung 


Die gleitenden, oft auch als .,.Kriechbewegungen* bezeichneten Orisver- 
anderungen verschiedener niederer Organismen und ihre physiologische 
Deutung bilden schon seit mehreren Jahrzehnten ein umstrittenes Problem. 
Charakteristisch fiir diese Bewegungen, die nur auf festen Unterlagen, 
bzw. Oberflachenhautchen bei kleinen Formen, méglich sind, ist das Fehlen 
von Formverianderungen sowie von sichtbaren Bewegungsorganen. Folgende 
Organismen zeigen diese Bewegungsart: Euglena, Gregarina, Oscillatoria, 
Spirulina, Chlamydobakterien wie Beggiatoa, Thiothrix und Leuco- 
thrix, ferner Myxobakterien?, Spirochaeten, pennate Diato- 
meen, Schwarmzellen von Rotalgen? und sehr unbeholfen Des- 
midiaceen, besonders Closterium. Unregelmakige Bewegungen sind auch 
bei anderen Algen, z. B. Nostoc, beschrieben [48]. und wahrscheinlich haben 
die meisten Algen das Vermégen, sehr langsam ihren Standort zu wechseln: 
bei den aufgezahlten Formen sind die Bewegungen aber mikroskopisch deut- 
lich wahrnehmbar. 

Wahrend in der vorhandenen Literatur meist immer nur eine spezielle 
Gruppe der genannten Organismen fiir sich allein behandelt wird, gibt nun 
die vorliegende Arbeit einen Uberblick iiber das Gemeinsame aller Gleit- 
bewegungen und versucht dann zu einer zusammenfassenden Deutung des 
Bewegungsvorganges zu gelangen. 


1 Die vorliegende Arbeit wurde im Pflanzenphysiologischen Institut der Uni- 
versitat Wien, unter seinem Vorstand, meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. 
K. Héfler, begonnen. 

2 Die Bewegung der Rotal gen-Schwarmzellen [1] und Myxobakterien 
j4] kennt der Verfasser nicht aus eigener Anschauung. Andere Fille von Gleit- 
bewegungen der Bakterien finden sich bei Pijper [3]. p.60f. 
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Die Bewegung und ihre Beobachtung in Teilchensuspensionen 


Die Bewegung ist entweder ein einfaches Gleiten oder sie ist mit einer 
Rotation um die Langsachse verbunden. Ob dieser oder jener Fall vorliegt, 
ist oft schon an Oberflachenstrukturen festzustellen, die entweder gerade 
sind oder aber schraubig um die Liangsachse verlaufen. Bei den Euglenen 
ist die Periplaststruktur spiralig angeordnet, bei den Gregarinen gerade. 
Bei den meisten Diatomeen sind die Raphen gerade, bei Cylindrotheca gra- 
cilis aber hat sie Schraubengestalt. Bei Spirulina und den Spirochaeten ist 
der Schraubenbau schon in der Fadengestalt ausgepriagt. Bei den Oscil- 
latorien laBt sich der Schraubenbau manchmal an der membranartigen 
Hiille erkennen |4| oder zeigt sich im physiologischen Verhalten (z. B. 
schraubige Verteilung der negativen Plasmolyseorte [5, 6]). 

Eine weitgehende Analyse des Bewegungsvorganges wird erreicht, indem 
man die kriechenden Organismen in Teilchensuspensionen bringt (Karmin, 
Tusche, Indigo). wie sie schon Sie bold [7] erstmalig bei Oscillatorien an- 
gewendet hat. Meist bleiben einige dieser Teilchen an der Organismenober- 
flache haften und zeigen dann Bewegungen relativ zur Oberflache, die 
genauer analysiert werden kénnen. Sind Oberflachenstrukturen vorhanden 
(z. B. Periplaststruktur, Raphe), so bewegen sich die Teilchen immer genau 
parallel zu diesen Strukturen. Bei Organismen, die sich wahrend ihrer 
Gleitbewegung um die eigene Achse drehen, bewegen sich die Teilchen in 
Schraubenbahnen auf der Oberflache. 

Die Geschwindigkeit verschiedener Gleitbewegungen betragt nach eige- 
nen Beobachtungen bei Zimmertemperatur und guter Auflage: 

Cymatopleura solea, Navicula sp. 4—6 u/sec 

Bacillaria paradoxa (relative Verschiebung 14—15 “/sec 

zweier benachbarter lebender Zellen) 

Bacillaria paradoxa (relative Verschiebung 7—8 1/sec 

einer lebenden Zelle gegen eine benachbarte 
tote Zelle) 

Oscillatoria limosa 2—3 u/sec 

Euglena deses 2—3 u/sec 

Gregarina polymorpha 5—6 u/sec 

Beggiatoa sp. 6—8 u/sec 

Spirochaeta plicatilis 1—5 u/sec (sehr unregelmaBig) 

Die Teilchenbewegung zeigt ungefahr dieselbe Geschwindigkeit wie die 
Kriechbewegung. Fiir Oscillatorien und Beggiatoa gilt aber, da die Teil- 
chenbewegung um so schneller wird, je feiner der Faden ist. Bei einer sehr 
zarten Beggiatoa, aus dem Weikerlsee bei Linz, wurden die sehr lebendigen 
Karminteilchenbewegungen an der Oberflache im Phasenkontrastmikroskop 
gefilmt, und die Analyse der Filmbilder ergab Geschwindigkeiten von 20 bis 
30 u/sec; an den Fadenenden, wo die Teilchen herumgewirbelit wurden, 
sogar 35 u/sec. Die Geschwindigkeit der Fadenbewegung war nur 6—8 u/sec. 

Bei Spirochaeta plicatilis konnten die oberflachlichen Bewegungen nur 
mit kleinsten Tuscheteilchen sichtbar gemacht werden, an relativ ruhig 
liegenden, wohl schon geschadigten Zellen. Zu hohe Teilchenkonzentrationen 
bedingen iiberall eine Schadigung. So runden sich auch Euglenen in zu 
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hohen Karminkonzentrationen metabolisch ab. Uber die Oberflache dieser 
Euglena-Kugeln bewegen sich aber noch haufig Karminteilchen. 


Die Richtung der Teilchenbewegung kann meist nach beiden Seiten er- 
folgen, weshalb auch die Gleitbewegung in beiden Richtungen méglich ist. 
Nur bei Euglenen und Gregarinen verlauft sie stets nach hinten, weshalb 
diese Formen nur in der Lage sind, nach vorne zu kriechen®. Sie allein 
haben ja auch nur eine polare Differenzierung mit Vorder- und Hinterende. 

Die anhaftenden Teilchen zeigen bei allen Gleithewegungen haufig ge- 
ringe Drehungen um die eigene Achse, was darauf hinweist, da der Be- 
reich, mit dem sie anhaften, mit mehreren verschieden schnell bzw. gegen- 
laufig bewegten Stellen der Oberflache in Kontakt ist. Sehr schén laRt sich 
dieses Verhalten bei grofen Diatomeen, z. B. Nitzschia sigmoidea, fest- 
stellen, wo an einer Raphe oft gegenliufige Teilchenbewegungen konstatiert 
werden kénnen. 

Besonders bei Kieselalgen JaBt sich die Richtung der Gleitbewegung 
bzw. der Teilchenbewegung durch aufere Eingriffe beeinflussen. So beob- 
achteten Legler und Schindler [9] bei zentrifugierten Diatomeen ein 
Gleiten in der Richtung, in der der Zellinhalt verlagert war. Hof meister 
|10] erzielte durch mechanische Beriihrung mit der Nadel des Mikromani- 
pulators Umkehr der Bewegungsrichtung. Wahrend die Diatomeen bei 
maBigem Licht oft minutenlang in einer Richtung weiterkriechen, bedingt 
zu starke Beleuchtung am Mikroskop, osmotische und chemische Beeinflus- 
sung eine Schaddigung, die sich in kurzreichenden, unregelmafigen hin- und 
zuriickgleitenden Bewegungen aufert. Hofler [11] beobachtete nach 
Plasmolyse nur mehr ein Zittern, das er mit der Einstellbewegung einer 
Magnetnadel vergleicht. Auch bei Oscillatorien, die normalerweise gleich- 
mafig in einer Richtung gleiten, lést starke Beleuchtung, Erwarmung oder 
Einlegen in 3% Atherwasser oder zu starke Tuschekonzentrationen eine 
unregelmaBige Hin- und Herbewegung aus. Die anhaftenden Teilchen las- 
sen schlieBlich nur mehr ruckartige Bewegungen in beiden Richtungen er- 
kennen. Dasselbe zeigen die Karminteilchen auf der Oberflache von Gre- 
garina polymorpha bei zu hohen Karminteilchen-Konzentrationen (Prapa- 
ration aus dem Darm der Mehlkaferlarve in 1% NaCl). 

Bei der Kieselalge Bacillaria paradoxa (im Neusiedlersee vorkommend) 
erfolgt ein regelmafiger Richtungswechsel. Diese auffallende Form bildet 
Kolonien, deren Individuen mit den Raphen aufeinanderliegen und sich 
gegenseitig verschieben. Die Periode dieser Bewegungen, d. h. die Zeit, die 
verstreicht, bis die gleiche Verschiebungsphase wieder erreicht ist, betragt 
bei 20° ca. 80 Sekunden. Bei Schadigung, z. B. durch zu starke Belichtung 
oder veranderte osmotische Bedingungen, bleibt die Periode konstant, es 
verringert sich aber das Ausmaf (die Amplitude) der Verschiebung. Erwar- 
mung bedingt dagegen eine Verkiirzung der Periode, wihrend die Ampli- 
tude eher kleiner wird. 

Die Kraft der Bewegung ist betrachtlich. So kann man haufig beob- 


3 Giinther [8] hat ausnahmsweise auch riickwarts gleitende Euglenen 
beobachtet. 
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achten, wie eine sich verlangernde Bacillaria paradoxa-Kolonie grofe 
Detritusmassen beiseiteschiebt. Ahnliches kommt bei grofen Oscillatorien 
vor. Hofmeister |10] hat mit der Nadel des Mikromanipulators ver- 
geblich versucht. kriechende Pinnularien durch Andriicken an die Unter- 
lage festzuhalten. Eher wurde die Kieselschale zertriimmert. 

Bei Bacillaria paradoxa \aBt sich auch sehr schén zeigen, daf die Bewe- 
gungssubstanz, die den Kontakt der Zellen herstellt, stark elastisch sein muB. 
St6Bt namlich eine sich streckende Kolonie mit beiden Enden auf Widerstand, 
z. B. Detritusmassen, so kommt es zu einer Kriimmung der ganzen gestreck- 
ten Kolonie. Gibt nun der Widerstand plétzlich nach, so schnellt die Kolonie 
in die maximal gestreckte Lage, gleich einer Feder, die plétzlich entspannt 
wird. Die haufigen ruckartigen Teilchenbewegungen bei den anderen Gleit- 
bewegungen haben wohl auch ihre Ursache in der Elastizitat der Kontakt- 
substanz. 

Zwischen Teilchenbewegung und Gleitbewegung besieht eine Beziehung, 
die in neuerer Zeit besonders Hosoi [12] und Schulz [13] an Oscilla- 
torien naher untersucht haben. Gleitet der Faden ungehemmt vorwiarts, so 
zeigen die anhaftenden Teilchen meist keine Bewegung. St6Bt er aber auf 
einen Widerstand bzw. wird er festgehalten, so bewegen sich die anhaf- 
tenden Teilchen entgegengesetzt zur urspriinglichen Bewegungsrichtung des 
Fadens zuriick. Dies gilt nicht streng, denn oft bewegen sich Teilchen auch 
in der Bewegungsrichtung am Faden entlang. Es werden eben nicht alle 
Bereiche des ausgeschiedenen Schleims, an dem die Teilchen haften, gleich- 
maBig und in einer Richtung bewegt. Die Bewegung des Fadens ist viel- 
mehr abhangig von dem Schleimbereich, der gerade zwischen Faden und 


Unterlage verschoben wird. Im allgemeinen aber ist die oberflachliche Teil- 
chenbewegung hauptsachlich gegen die Gleitbewegung gerichtet. Diese Be- 
ziehung der Gegenlaufigkeit zweier Bewegungen lat sich auch so aus- 
driicken, daf eines der beiden bewegten Substrate das andere als Stiitz- 
punkt benutzt, von dem es sich abst6ft. 


Nachweis der Bewegungssubstanz 


In héheren Konzentrationen von Tusche- und Karminteilchen bleibt der 
vom Schleim erfiillte Raum teilchenfrei. So lassen sich miachtige Schleim- 
ausscheidungen leicht sichtbar machen, die z. B. bei Closterien vorkommen 
[47]. Bringt man Closterien in eine starkere Karminkonzentration, so zeigt 
sich bei den beweglichen Zellen eine Schleimausscheidung, vor allem an dem 
nach hinten weisenden Zellende (Abb. 1). Eine diinne Schleimschicht wird 
auch an den Seitenwanden abgegeben. Zu beiden Seiten des Hinterendes 
beobachtet man ein periodisches Ablésen der mit den Karminteilchen be- 
hafteten Schleimoberflache senkrecht von der Zellwand. Das lat darauf 
schlieBen, daf hinter der Zelle eine Volumszunahme des ausgeschiedenen 
Schleims erfolgt — anscheinend durch Quellung. Der Schleim stemmt die 
Zelle vorwarts und bleibt selbst hinten liegen. Die seitlich anhaftenden 
Karminteilchen bewegen sich relativ zur Zelle gemeinsam und langsam 
nach hinten, weil die Schleimschichte, an der sie haften, mit dem nach 
hinten abgestoBenen Schleim im Zusammenhang steht. Eine Bewegung der 
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Teilchen unabhangig voneinander ist nicht feststellbar. An den Zellenden 
lassen sich meist Poren in der Zellwand nachweisen (Abb. 2) 


Ganz anders liegen die Verhaltnisse bei den anderen Gleitbewegungen. 
Hier wird der Schleim nicht am Hinterende abgegeben, sondern nur an den 
Seiten und zeigt dann die schon erwahnie Parallelverschiebung zur Zelle. 


Die Schleimmenge ist gro- 
Ben Schwankungen  unier- 
worfen, Bei Oscillatorien [14], 
Gregarinen [15] und Euglenen 
ist der beim Gleiten ausge- 
schiedene Schleim mit Tusche 
leicht sichtbar zu machen. 
Wahrend bei den Oscillatorien 
meist eine zusammenhangende 
Schleimhiille zuriickbleibt, die 
oft von ..Fenstern* durchbro- 
chen ist [14] und bei Grega- 
rinen eine aus feinen Schleim- 
fiden gebildete Spur die Gleit- 
bahn kennzeichnet, sammelt 
sich bei den Euglenen am 
Hinterende ein Schleimklum- 
pen an, der mitgefiihrt wird, 
sich allmahlich vergréBert und 
schlieBlich  abreifBt. Solche 
langsam grdRer werdende 
Schleimkliimpchen kénnen bei 
der Anwendung von Tusche 
auch an den Raphen der 
Diatomeen (Nitzschia, Suri- Abb. 1. Closterium lunula, in einer Karmin- 
rella, Cymatopleura) beob- teilchensuspension gleitend. Die Volumszu- 
achtet werden. Sie treten aber 


: nahme des Schleims hinter dem Zellende ist 
nur an den Raphen auf, die deutlich, 600X. 


keinen Kontakt mit der Unter- Abb. 2. Closterium lunula, tote Zelle mit 
lage haben, und bewegen sich Poren am Zellende. Schiefe Beleuchtung, 1800X. 
an der Raphe hin und her. Nach 

20—30 Minuten werden sie dann plotzlich abgestoBen. Dieser Vorgang 
entspricht wohl der AbstoBung des schon von Biitschli und Lauter- 
born [16, 17] beschriebenen Fadens. Nun ist aber zu beriicksichtigen, dak 
die Menge der Schleimausscheidungen abhiangig sein diirfte vom bekroche- 
nen Substrat und besonders von der Anwesenheit der Tusche- und Karmin- 
teilchen. Denn ein einmal festhaftendes Teilchen kann nur mehr abge- 
stoRen werden mit einem Teil des Schleims. Fiir Oscillatorien liegen hin- 
gegen Beobachtungen vor, die darauf hinweisen, daf die Gleitbewegung 
auch ohne nachweisbare Schleimausscheidung vor sich gehen kann. So 
unterschied Niklitschek [14] zwei Typen von Oscillatorien, solche, die 
gut kriechen und viel Schleim ausscheiden konnten (,,gléokolpe*), und 
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solche, die dazu nicht befahigt waren (.,agléokolpe*). Letztere sind allein 
nicht in der Lage sich weiter zu bewegen. Liegen aber mindestens zwei 
zusammen, so kann eine iiber die andere hinwegkriechen. Giinther |8| 
sah Euglenen immer dieselben Bahnen beniitzen und halt die Bewegung 


Abb. 3. Euglena deses, Cresylechtviolettfarbung der Bewegungssubstanz, ca. 1200X. 
Abb. 4. Gregarina polymorpha, Deutomerit mit Cresylechtviolettfarbung der Be- 
wegungssubstanz, ca. 1200X. 


mit altem Schleim fiir méglichh. Auch Niklitschek beschreibt Oscil- 
latorien, die mit einer alten Schleimspur kriechen. Bei kleinen Diatomeen 
und Beggiatoen ist kaum mehr Schleim nachweisbar, trotzdem bewegen sich 
diese Formen relativ schnell. 

All diese Beobachtungen sprechen dafiir, daf dem Schleim bei der Gleit- 
bewegung wohl eine Rolle zukommt, dafi der Ausscheidungsvorgang aber 
nicht fiir die Bewegung verantwortlich ist. So werden auch bei Oscil- 
latorien und Euglenen in zu starken Tuschekonzentrationen oft noch starke 
Schleimausscheidungen bewirkt, wahrend die Bewegung schon sistiert ist. 
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Die Zellen sind dann von einer hell erscheinenden Schleimhiille umgeben, 
die langsam dicker wird. Wahrend der Gleitbewegung wird der ausge- 
schiedene Schleim sofort nach hinten verschoben, weshalb die Dicke der 
Schleimschichte immer unmefbar zart erscheint. 


Abb. 5—8. Cresylechtviolettfairbung der Bewegungssubstanz an der Raphe von 

Diatomeen. Abb. 5. Nitzschia sigmoidea, Abb. 6. Navicula sp. Abb. 7. Nitzschia 

acicularis mit zusammengeflossenen, gefarbten Trépfchen, Abb. 8. Die Trépfchen 
wurden im Zusammenhang von der Raphe losgeldést, ca. 1200X. 


In neuester Zeit hat Diskus [18] an Euglenen ausgedehnte Farbe- 
versuche unternommen und dabei auch den ausgeschiedenen Schleim ge- 
farbt. Dabei gelang ihm nur mit Hilfe eines einzigen Farbstoffes (Cresyl- 
echtviolett) die Darstellung feiner Faden und Punkte auf der Periplast- 
Oberfliche (Abb. 3). Die tiefviolette Farbung ist salzfest und konnte nur an 
abgestorbenen Zellen erzielt werden. Nun haben Héfler und Stiegler 
{19] bereits mit Cresylechtviolett eine tiefviolette und salzfeste Farbung 
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toter Plasmabestandteile beschrieben und auch Diskus ist der Ansicht, 

daB der Bewegungsschleim erst dann farbbar wird, ,.nachdem er seine Funk- 

tion erfiillt hat“ und .eine chemische oder physikalische Verinderung™ er- 

leidet. die ..vielleicht mit einer Koagulation vergleichbar ist“. Dieser Befund 

deutet darauf hin, da® bei der Gleitbewegung extrazellulare Protoplasma- 
bestandteile eine Rolle 
spielen, die von dem zu- 
erst beschriebenen Schleim 
unterschieden werden 
miissen. 


Auf Grund _— dieser 
Farbeversuche hat der 
Verfasser — ohne zuvor 
nennenswerte Erfahrun- 
gen auf diesem Gebiet 
gesammelt zu haben — 
andere zur Gleitbewe- 
gung befahigte Organis- 
men mit Cresylechtvioleit 
gefarbt und sofort gleich- 
wertige Farbungen  er- 
zielt. Ein Tropfen der 
Farblésung (1 : 10.000) 
wurde dabei stets seitlich 


am Rande des Deckglas- 
chens zum Priaparat hin- 
zugefiigt. 

Abb. 4 zeigt den Deu- 
tomerit von Gregarina 
polymorpha mit der an 


Abb. 9. Beggiatoa sp. mit durch Cresylechtviolett ge- 
farbten Piinktchen, 1800X. 
Abb. 10. Spirochaeta plicatilis, Cresylechtviolett- 
gefarbte Stellen entlang der Fadenwindungen er- der Oberfliche gefarb- 
scheinen als dunkle Punkte, 1800. ten Bewegungssubstanz. 
Abb. 11. Oscillatoria sp. mit durch Cresylechtviolett Abb. 5 stellt Nitzschia 
gefarbte Piinktchen in der Fadenperipherie, 1500X. sigmoidea und Abb. 6 
Navicula sp. dar, mit 
punktférmigen Farbungen entlang der Raphe. Aus diesen Piinktchen bil- 
den sich nach einiger Zeit Trépfchen, die zusammenflieBen kénnen (Abb. 7). 
Die Trépfchenreihen kénnen sich von der Raphe loslésen, ohne daf die 
Trépfchen ihren Zusammenhang verlieren (Abb. 8). Fiir diese Farbungen 
war bezeichnend, daf sie nur an schén gleitenden Organismen gelangen. 
Mit alteren Proben, in denen die Diatomeen zwar oft gesund aussehen, aber 
keine Bewegung zeigen, gelangen sie niemals. 

In Abb. 9 ist eine kleine Beggiatoa sp. mit analoger Farbung dargestellt. 
Auch bei Spirochaeta plicatilis traten entlang der Fadenwindungen kleine 
gefarbte Piinktchen auf (Abb. 10). 

Bei Oscillatorien gelangen die Farbungen nicht so wie bei den bisher 
untersuchten Formen. Bei langerer Einwirkungsdauer des Farbstoffes 
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(5—10 Min.) zeigten sich nur Piinktchen in der Peripherie des Fadens 
(Abb. 11). Stellte man die Mitte des Fadens scharf ein, so erschienen die ge- 
farbten Piinktchen als Striche (vielleicht Kanile), die von der Oberflache 


ein Stiickchen nach innen ziehen. 


Die Mechanik des Bewegungsvorganges 


Es wurden die verschiedensten Hypothesen zur Erklarung der Gleit- 
bewegungen aufgestellt. Entweder man suchte die Ursache der Bewegungen 
in einseitiger Schleimausscheidung bzw. Schleimquellung (Oscillatorien 
(20, 40, 21, 13]; Diatomeen [16, 17]; Euglenen [22]; Gregarinen [15, 21]: 
Myxobakterien [2]; Rotalgen-Schwirmzellen [1]; Desmidiaceen [47]), 
oder in extrazellular strémendem Protoplasma (Oscillatorien [23]; 
Beggiatoen [24]; Diatomeen [25, 23, 26]). Auch dachte man sich Kon- 
traktionswellen iiber die Zelloberflache nach hinten laufen (Oscillatorien 
|27, 28]; Beggiatoen [28]; Euglenen [8]; Myxobakterien [29, 30, 31]) oder 
man machte fiir die Bewegung Zilien (Oscillatorien [44]), osmotische Fliis- 
sigkeitsstr6mungen (Diatomeen [41, 42, 32]; Oscillatorien [43, 46]) bzw. 
Anderungen der Oberflachenspannungskrafte (Oscillatorien [45, 33]) ver- 
antwortlich. 


Bei der Frage nach der Ursache der Bewegungen ist es auch bemerkens- 
wert, daf{ manche altere Autoren noch verschiedene Gruppen der zur Gleit- 
bewegung befahigten Organismen gemeinsam behandelt (z. B. Uyanophy- 
ceen, Desmidiaceen und Diatomeen [34]; Oscillatorien und Diatomeen [23]; 
Oscillatorien und Gregarinen [21]) oder auf Analogien hingewiesen haben 
(Gregarinen und Diatomeen |16]), wahrend man heute héchstens den Oscil- 
latorien, Beggiatoen und anderen Fadenbakterien einen gleichen Mechanis- 
mus zugesteht. Daneben hat die Auffassung vom extrazellulir strémenden 
Protoplasma bei Diatomeen Eingang in die Lehrbiicher gefunden. Tatsach- 
lich bestehen grofe Analogien bei den verschiedenen Gleitbewegungen, wie 
in den beiden vorangegangenen Abschnitien gezeigt wurde, und es soll nun 
versucht werden, zu einer einheitlichen Vorstellung der Gleitbewegung zu 
gelangen. 


Das Hauptproblem der Gleitbewegung liegt nicht darin, daf Schleim 
oder eine andere Substanz ausgeschieden wird, sondern in der Frage: 
Warum wird die ausgeschiedene Substanz kraftvoll auf der Zelloberflache 
verschoben? Bevor auf diese Frage naher eingegangen wird, sei auf die 
zweckmaRige Funktion dieser Parallelverschiebung hingewiesen. Bei einer 
bloBen Schleimabscheidung und Quellungswirkung wird nur eine Stemm- 
wirkung erzielt, die den Nachteil hat, daf der ganze zuriickgelegte Weg von 
Schleim erfiillt sein mu. Dies bedeutet einen groRen Substanzverlust, der 
nur kurze Zeit ertragen werden kann. Closterium, bei dem dieser Fall ver- 
wirklicht scheint, bewegt sich auch stets nur kurze Zeit. Mainx [22] ver- 
mutet dasselbe Prinzip auch bei Euglenen, indem er an der Oberflache 
schrig nach hinten gerichtete. schleimausscheidende Diisen annimmt. Aber 
hier, wie auch bei den anderen Gleitbewegungen, geniigt schon eine ganz 
kleine, vielleicht nur molekulare und daher kaum nachweisbare Substanz- 


Protoplasma, Bd. L/2 22 
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menge, die zwischen Zelle und Unterlage ausgeschieden wird und durch 
kraftvolle Parallelverschiebung seitens der Zelloberflaiche die Gleitbewe- 
gung entlang einer Kérperlange zu bewirken vermag. 

Die Frage nach der Ursache der Parallelverschiebung scheint nun die 
Frage nach der Ursache der Protoplasmabewegung zu sein. So erinnern 
schon auferlich die oft schraubigen Teilchenbahnen auf der Zelloberfliche 
an schraubige Plasmastrémungen, wie sie besonders bei den Characeen 
vorkommen. Ferner ist die an Oscillatorien, Gregarinen und Diatomeen 
beobachtete, durch Schadigung erzielte Auflésung der Teilchenbewegung 
in viele hin- und zuriickgleitende Bewegungen sehr ahnlich der wirme- 
geschadigten Characeenstrémung. Auch hier kommt es zu hin- und zuriick- 
gleitenden Mikrosomenbewegung |35|. Weiters zeigt die durch Erwarmung 
bedingte Verkiirzung der Verschiebungsperiode bei Bacillaria paradoxa ein 
analoges Verhalien bei periodischen Plasmabewegungen. An Myxomyceten 
wird z. B. die Periode des Hin- und Zuriickstrémens bei Temperatur- 
erhéhung verkiirzt, wihrend die Amplitude eher kleiner wird [36]. Auch 
erhéht sich bei Geifeln und Zilien die Schlagfrequenz, d. h. die Periode 
verkiirzt sich, ohne daf die Amplitude gréRer wird. 

Das Hauptargument liegt aber in der Tatsache, da das fiir die Gleit- 
bewegungen charakteristische Stiitzpunktverhaltnis zweier parallel gegen- 
einander bewegter Substrate auch im Protoplasma beobachtet werden kann. 
Die in ausgequetschien Protoplasmatropfen von Characeen ultramikrosko- 
pisch sichtbaren Protoplasmafibrillen haben die Fahigkeit, ihre Plasma- 
umgebung parallel zu verschieben [35, 37]. Bei der Plasmastrémung in der 
Characeen-Zelle verschieben die Fibrillen der peripheren, mit der Zell- 
wand verankerten Plasmaschichte das weiter innen gelegene Binnenplasma. 
In Abb. 12a ist die in der Characeen-Zelle an der Grenzflache zwischen 
peripherem Plasma und Binnenplasma wirkende Kraft durch das Symbol 
zweier schriag verbundener Pfeile angedeutet. Wenn nun diese Grenzfliche 
an die aufere Zelloberflache verlegt gedacht wird (Abb. 12b), hat man 
prinzipiell die Verhaltnisse bei der Gleitbhewegung. Diese Vorstellung setzt 
aber das Fehlen einer Zellwand voraus, und hier liegt wohl der Grund, dal 
bei Closterien, die eine echie, véllig geschlossene Zellwand haben, nur eine 
Schleimstemmwirkung méglich ist. Bei den Diatomeen, die ebenfalls eine 
dicke Kieselschale als Zellwand besitzen, ist bekanntlich eine Durch- 
brechung vorhanden, die Raphe, entlang der die Bewegungen erfolgen. 

Es ist vorlaufig noch nicht entschieden, ob die .,Protoplasmafibrillen* 
(wenn wir solche, wie bei Chara, auch in anderen Plasmen annehmen), nur 
ihresgleichen oder auch andere Substanzen verschieben kénnen. Im ersteren 
Falle, der der wahrscheinlichere ist, muf eine wenn auch sehr geringe 
Menge abgeschiedener Fibrillensubstanz angenommen werden, die im 
Schleim enthalten sein kénnte und von der dynamisch wirksamen der Zell- 
oberflache verschoben werden wiirde. Im zweiten Falle ware eine Wirkung 
direkt auf den Schleim méglich. 

Die alte von M. Schultze begriindete Theorie des extrazellularen 
Protoplasmastromes [25, 23, 26] hat zweifellos die gréfte Berechtigung un- 
ter den aufgestellten Theorien. Doch muf die oberflachlich vorhandene 
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Plasmasubstanz mehr gelartiger beschaffen sein, als das strémende Plasma 
im Innern der Zellen. Ein nach aufen strémendes Protoplasma-Sol wiirde 
einerseits den aiuferen osmotischen Verhialtnissen nicht ohne weiteres ge- 
wachsen sein und andererseits die ziemlich kraftvolle Verschiebung und die 
Elastizitat nicht verstandlich erscheinen lassen. Es ist méglich, da® neben 
dem Schleim nur die fibrillaren Elemente abgeschieden werden, die die fiir 
die Bewegung des Protoplasmas wesentlichen Bestandteile zu sein scheinen. 

Die bewegungsaktive Fibrillensubstanz des Protoplasmas ist eine sehr 
empfindliche Siruktur, und es ist wahrscheinlich, da ein direkter Kontakt 
mit Fremdkérpern eine Schadigung bedeuten wiirde. Vielleicht kommt dem 


Yy 


Abb. 12. a Schematischer Schnitt durch den Protoplasma-Wandbelag einer Cha- 
raceen-Zelle. Die zwei schrig verbundenen Pfeile deuten die Krafteverteilung an, 
die an der Grenzflache zwischen den beiden Plasmaschichten herrscht. B strémendes 
Binnenplasma, F Protoplasmafibrillen, Z Zellwand. b Theoretisch-schematischer 
Schnitt senkrecht zur Zelloberflaiche bei einem zur Gleitbewegung befahigien Orga- 
nismus. Die beiden schrigverbundenen Pfeile bezeichnen die Krafteverteilung an 
der Grenzflache zwischen den Fibrillen der Zelloberflaiche und der abgeschiedenen 
Bewegungssubstanz. S$ Schleim (Bewegungssubstanz), F Protoplasmafibrillen. 
U Unterlage. 


Schleim die Funktion des Schutzes der oberflachlich gelegenen Fibrillen- 
substanz zu. Auch scheint er die feste Verbindung mit der Unterlage her- 
zustellen, ohne die eine kraftige Verschiebung nicht denkbar ist. 

Was die Parallelverschiebung entlang der Fibrillen verursacht, ist heute 
noch nicht bekannt. Der Nachweis von Kontraktionswellen, die bei Oscil- 
latorien und Beggiatoen nach riickwarts laufen sollen [27, 28], ist nicht als 
gesichert anzusehen [13] und diirfte auch kaum den Verschiebungseffekt 
bewirken kénnen. Wohl lat sich im Characeen-Protoplasma beobachten, 
da Vereinigungen von Fibrillen gesetzmafig ablaufende Transversal- 
wellen zeigen kénnen [35, 37], aber die Wellen laufen immer nach vorne, 
in der Bewegungsrichtung des Fibrillenbiindels. 


Zusammenfassung 


Untersuchungen der Gleitbewegung von verschiedenen niederen Orga- 
nismen fiihrten zu der Auffassung, da die Bewegung keine Schleim- 
Stemmwirkung ist, wie bei Closterium, sondern auf einer Parallelverschie- 
bung des ausgeschiedenen Schleims zur Zelloberflache beruht. Die Fahigkeit 
zur Parallelverschiebung wird als Eigenschaft der Protoplasma-Fibrillen 
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angesehen. Auch verschiedene andere Argumente weisen darauf hin, daft 
die Gleitbewegung als besondere Form der Protoplasmabewegung auf- 
gefaRt werden muf. 
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Einleitung 


Uber Abnormalitaten an Spaltéffnungsapparaten finden sich in einigen 
Verdéffentlichungen der letzten Jahre Hinweise, ohne daf diese Erscheinung 
unseres Wissens besondere Beachtung gefunden hiite. So verweist 
Biebl [1] in seiner Arbeit tiber Beobachtungen an Pflanzen im ..Gamma- 
felde* in Brookhaven auf die zahlreichen unentwickelten Spaltéffnungen, 
welche er an Nicotiana glauca beobachten konnte, und gibt hiervon auch 
eine Abbildung wieder. Wayne, Ilrath und Palser [4] beschreiben 
thnliche Unregelmafigkeiten in der Ausbildung des Spaltéffnungsapparates 
fiir eine amerikanische Sorte unserer sogenannten Halm- oder Steckriibe. 
Hier waren die Spaltéffnungen unter dem Einflusse verschiedener Behand- 
lung mit Bor in verschiedenen Stadien der Entwicklung steckengeblieben. 
In zwei der von ihnen veréffentlichten Abbildungen (Fig. 33 und Fig. 35) 
kann man auch je eine isolierte Schliefzelle erkennen. Tomaten und Baum- 
wolle jedoch zeigen unter denselben Versuchsbedingungen keine Neigung 
zur Ausbildung gleichgearteter Entwicklungsstérungen, sie reagieren ledig- 
lich mit verschiedener Gréfe und Dichte der Spaltéffnungen. 

Florin |3| hatte zwei Haupttypen der Stomataentwicklung seiner- 
zeit aufgestellt: den haplocheilen und den syndetocheilen Typus. Im ersten 
Typus entwickelt die ,,Urmutterzelle* nur die Schliefzellen selbst, wahrend 
die Nebenzellen gewohnliche Epidermiszellen (bzw. Teilungsprodukte von 
solchen), also mit der Urmutterzelle (bzw. deren Teilungsprodukte, den 
SchlieBzellen) aquivalent sind. Im syndetocheilen Typus teilt sich die Ur- 
mutterzelle zunachst zweimal, so daf drei Zellen entstehen, deren mittlere 
die Mutterzelle der SchlieBzellen ist, waihrend die beiden iauBeren entweder 
ohne weiteres oder nach einem weiteren Teilungsschritte die Nebenzellen 
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liefern. In diesem Typ stellt also der gesamte Spaltéffnungsapparat (SchlieB- 
und Nebenzellen) entwicklungsgeschichtlich eine Einheit dar. — Bekanntlich 
teilt sich die Schliefizellmutterzelle stets in der Langsrichtung, wodurch die 
Langsachse des Stoma selbst festgelegt ist. In beiden Haupttypen sind natiir- 
lich verschiedene Untertypen méglich, und vielleicht sogar Zwischentypen, 
was nach den Befunden von Bondeson [2] fiir Trochodendron und fiir 
Tetracentron angenommen werden kann. 


Beobachtungen an Alternanthera ficioides 


Der eine Autor (Neubauer) hat ahnliche, in der Entwicklung stecken- 
gebliebene Spaltéffnungsapparate an dieser Pflanze bereits im Jahre 1953 
erstmals gesehen, und zwar an einer in Bandung oft in Garten und An- 
lagen als Beeteinfassung kultivierten rotblattrigen, wei bzw. hellgelb 
oder hellgriin panaschierten Gartenform von Althernanthera ficioides R. Br. 
var. bettzickiana R. Br. syn. Telanthera bettzickiana Regel, einer Amaran- 
thacee. In der Zwischenzeit konnte noch Material von anderen Gegenden 
sowie von einer griinblattrigen, hellgriin oder gelb panaschierten Form und 
von einer etwa doppelt so kraftigen, ebenfalls rotblattrigen panaschierten 
Form untersucht werden. In allen Fallen wurden zwischen zwei bis zu, mit- 
unter sogar mehr als 6% der gezahlien Spaltéffnungen als zuriickgeblieben 
oder mifgebildet befunden. In einem Falle wurden sogar an Stecklingen, 
welche in Eprouvetten in gewohnlichem Leitungswasser zur Bewurzelung 
gekommen waren, an den in der Eprouvetite gebildeten Blattern zwischen 
30 bis 50% solcher UnregelmaBigkeiten gefunden, jedoch nur an der Blatt- 
unterseite. In der Epidermis der Oberseite waren solche viel seltener und es 
konnten nur etwa 1% beobachtet werden. 

Die Abmessungen des Schliefzellenpaares hielten sich in folgenden Gren- 
zen: Querdurchinesser (iiber beide SchlieBzellen und Stoma) zwischen 7,1 
und 10,8 u. Langsdurchmesser zwischen 8,7 und 15,9 u. Die Lange des Stoma 
selbst schwankte zwischen 6,2 bis 7,5 wu. 

Die Entwicklung des ganzen Spalienapparates erfolgt bei dieser Pflanze 
nach dem syndetocheilen Typus F lorins, d. h. die Urmutterzelle teilt sich 
erst in drei Zellen, die mittlere derselben teilt sich in der Langsrichtung, 
um die beiden SchlieBzellen zu bilden (Abb. 1 bis 3). Mitunter hat es den 
Anschein, als ob vorher bereits eine oder sogar mehrere weitere Teilungen 
stattgefunden hatten (Abb. 4 und 5); mitunter scheint es auch, als ob eine 
solche bei einer zunachst vorausgegangenen Teilung gebildete Zelle von 
etwa halbmondférmiger Gestalt wohl halbiert worden war (Abb. 6). Das 
SchlieBzellenpaar ist ausnahmslos von zwei Nebenzellen von ungleicher 
GréBe umgeben. Da die Schliefzellen stets durch Teilung in der Langsrich- 
tung aus ihrer Mutterzelle hervorgehen, so kann ja nach den Raumverhalt- 
nissen ihre Langsachse und die der Nebenzellen parallel (Abb. 3) oder 
vertikal (Abb. 4) aufeinander zu liegen kommen, oder auch in einer schie- 
fen Richtung. 

Im einzelnen lassen sich die Unregelmafigkeiten, welche an dem um- 
fangreichen Material beobachtet werden konnten, in folgende Gruppen ein- 
teilen: 
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a) Haufig kann man beobachien, daf die nach den ersten Teilungs- 
schritten gebildete Schliezellenmutterzelle sich nicht mehr weiter teilt, wo- 
durch die Schliefizellen selbst gar nicht mehr gebildet werden; es unter- 
bleibt also der letzte Teilungsschritt. Die SchlieBzellenmutterzelle aber ent- 
wickelt sich wie eine gewéhnliche Epidermiszelle, sie enthilt wie diese von 
Anthozyan rot gefarbten Zellsaft und eine Anzahl kleiner farbloser Pla- 
stiden (Leukoplasten | Abb. 5]). Meist ist auch der Nukleus deutlich sichtbar. 
der auch durch geeignete Behandlung zum Quellen gebracht werden kann, 
oder solche Zellen kénnen auch der Plasmolyse unterworfen werden. 

An den in der Eprouvette bewurzelten Stecklingen konnte auch einmal 
beobachtet werden, da wohl die beiden SchlieBzellen angelegt wurden und 
die letzte Teilung der Mutterzelle somit erfolgt war, da sich jedoch beide 
anstatt zu Schlie&zellen zu gewohnlichen Epidermiszellen mit anthozyan- 
fiihrendem Zellsaft und Leukoplasten entwickelt hatten (Abb. 7). 

b) An einer Reihe weiterer Falle kann man sehen, daf sich nur eine 
der beiden SchlieBzellen weiterentwickelt; diese ist dann anthozyanfrei 
und fiihrt grofe Chloroplasten (Abb. 8). Es ist aber ausgeschlossen, daft 
sich die SchlieRzellenmutterzelle ohne den letzten Teilungsschritt in eine 
SchlieBzelle direkt entwickeln kann, denn man sieht am Innenrande immer 
ganz deutlich, daB sich hier zweifellos die Uberreste der anderen degene- 
rierten Schliefizelle befinden, wenn sich auch Einzelheiten nicht erkennen 
lassen. Selten ist die zweite Schliefizelle nicht ganz bis zur Unkenntlichkeit 
degeneriert, sondern in etwa einer Form erhalten, wie die Abb. 9 es wieder- 
gibt. 

c) Recht haufig sind beide Schliefzellen nicht nur reaktionsunfahig und 
damit funktionslos geworden, sondern fast oder ganz degeneriert, wie es 
die Abb. 10 bis 13 veranschaulichen. Da diese Bilder keiner weiteren Be- 
schreibung bediirfen, sei nur erginzend bemerkt, daft die Nebenzellen 
stets anthozyanfiihrend sind, wenn sie sich im roten Blatteile befinden, 
und stets normale Zellkerne und kleine Leukoplasten enthalten. Mitunter 
laBt sich zwischen den degenerierten und kollabierten Schliefzellen noch 
die Spalte erkennen (Abb. 10), mitunter aber lassen sich die Reste der bei- 
den SchlieBzellen nicht mehr unterscheiden (Abb. 12). 

Uber die Ursachen dieser Mifbildungen laBt sich nichts aussagen. 
Es ist kaum anzunehmen, daf es sich hier um Mangelerscheinungen irgend- 
welcher Art. allenfalls in der Ernahrung handelt. wie Wayne, Ilrath 
und Palser [4] fiir verschiedene Dosen an Bor im Nahrsubstrat zeigen 
konnten. Eher kénnte man an Strahlenwirkungen denken, wie sie von 
Biebl |1] beschrieben wurden. Bisher ist aber nichts bekanntgeworden, 
das einen solchen Schluf® beweiskraftig unterstiitzen kénnte. Vor allem 
miiRte man erst beobachten, ob diese Pflanze dazu befahigt ist, auf die 
direkte Einstrahlung der Tropensonne in gerade dieser beschriebenen Weise 
zu reagieren, oder ob vielleicht noch andere Faktoren hiefiir mafgebend 
waren, worauf das gehaufte Auftreten der Abnormitat an den Eprouvetten- 
stecklingen hinweist, die sicher in einem fast wasserdampfgesattigten 
Milieu erwuchsen. Man miifte auch daran denken, daf es sich hier um 
Rassen (Klonen zum Teile) einer Kulturpflanze handelt, welche diese Fahig- 
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keit, Mifbildungen dieser Art zu entwickeln, in Art einer Mutation besitzen. 
ohne daf im iibrigen die Lebenstiichtigkeit dieser Pflanze im wesentlichen 
beeintrachtigt wire. 


Beobachtungen an Codiaeum variegatum 


Diese in Indonesien beheimatete Euphorbiacee von der Form eines klei- 
nen Baumchens oder Gebiisches wird hier in allen Garten wegen der sehr 
variablen Blattgestalt und Farbe als Zierstrauch gepflegt. Die Blitter 
weisen panaschierte Fleckung auf, an diesen Stellen fehlt das Chlorophyll. 
In den Epidermiszellen findet man rotes Anthozyan. Daraus ergibt sich die 
mannigfaltigste Buntfarbung der Blatter bei einer gréBeren Anzahl von 
Gartenformen dieser Art. 

Die jung austreibenden Blatter sind, zum mindesten bei den im Garten 
des einen Verfassers (Neubauer) stehenden Exemplaren, stets gelb und 
griin gefleckt. Das Anthozyan bildet sich in den Epidermiszellen erst, wenn 
diese nach einigen Wochen bereits voll entwickelt sind. Die SchlieBzellen 
sind immer anthozyanfrei. 

An alteren, voll entwickelten und bereits rot verfarbten Blattern konn- 
ten ebenfalls abnorme Spaltapparate beobachiet werden, welche mit den 
an Alternanthera beobachteten grofe Ahnlichkeit besafen. Auch hier han- 
delt es sich um unvollendete Spaltapparate, bei denen zweifellos der letzte 
Teilungschritt der SchlieBzellenmutterzelle unterblieben war (Abb. 14), oder 
beide SchlieBzellen wohl gebildet, jedoch nicht als solche ausgestaltet wor- 
den waren (Abb. 15). Freilich kann man beide Behauptungen nur mit einem 
gewissen Vorbehalt wagen. Aus diesem Grunde wurden auch aus einer 
groRen Fiille von Beobachtungen gerade diese beiden Abbildungen aus- 
gewahlt, weil beide offenbar in das obige Doppelschema, das die Ent- 
stehung dieser Abnormitat verstindlich machen soll, nicht richtig passen. 

Die Spaltapparate entwickeln sich hier ebenfalls nach den syndeto- 
cheilen Typus. In Abb. 15 scheint es nun, als ob die beiden linken Zellen 
bereits SchlieBzellanlagen waren, die noch nicht funktionsfahig sind. Es 
sollte aber, dem Schema entsprechend, die linke Zelle Nebenzellanlage, die 
mittlere Mutterzelle der SchlieBzellen sein, da die beiden links noch eben 
angedeuteten Zellen sicher gew6hnliche Epidermiszellen sind. Jedenfalls 
enthalten alle die skizzierten Zellen rotes Anthozyan im Zellsaft, wie auch 
alle Zellen der Abb. 14. Hier hingegen scheint eine weitere Teilung statt- 
gehabt zu haben, wodurch vier Zellen entstanden waren, deren mittlere. 
auch anthozyanfiihrend, die SchlieBzellmutterzelle hatte werden sollen. 

Betrachtet man die Entwicklung solcher Spaltéffnungsapparate, so kann 
man sich des Eindruckes nicht ganz verschliefen, da die Teilungsvorgiinge. 
die sich hier abspielen, in mancher Hinsicht an das Verhalten von (zwei- 
schneidigen) Scheitelzellen erinnern. 

In den stets anthozyanfiihrenden Zellen der unteren Epidermis, nicht 
aber der oberen. kann man mitunter Vakuolenkontraktion (vgl. Weber 
1930) beobachten. Mitunter kann es dabei sogar zu einer Zweiteilung der 
Vakuole kommen. In den Nebenzellen konnte diese nicht gesehen werden. 


Protoplasma, Bd. L/2 23 
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Dagegen aber ist der Saft in den Nebenzellen stets eine Nuance dunkler 
rot als in den gewéhnlichen Epidermiszellen. In den letzteren Zellen wird 
der Saft auch viel eher violettfarbig, worauf die Zellen bald absterben. 


Beobachtungen an Bauhinia purpurea L. 


Eine weitere Serie sehr beachtenswerter Beobachtungen konnte im 
Sommer 1957 von meinem Schiiler Achmad A pandi gemacht werden. Zu 
Vermehrungszwecken waren einige Saatkisten mit den Samen von Bauhinia 
purpurea bestellt gewesen. Es wurden die Spaltapparate an den Keim- 
blattern studiert. Diese entwickeln sich auch nach dem _ syndetocheilen 
Typus und stellen, voll entwickelt, den Ranunculaceentyp im Sinne 
von Metcalfe und Chalk [4| dar, das heift, da die SchlieRzellen von 
mehreren, meist drei bis fiinf nicht besonders differenzierten Nebenzellen 
umgeben sind. Die Entwicklung der Spaltéffnungsapparate findet nicht 
sogleich im Momente des Ergriinens der Kotyledonen statt, sondern eher 
etwas spiter. und erstreckt sich iiber eine langere Zeit. so daf man an 
bereits 3 bis 4cm hohen Samlingen mit zwei bis drei Blattern an den Kotyl- 
edonen noch in Bildung begriffene Spaltapparate finden kann, spiater je- 
doch nicht mehr. 

Samlinge, welche bereits eine Héhe zwischen 4 und 10cm erreicht hatten, 
wurden nun zuriickgeschnitten. In einer Gruppe erfolgt der Riickschnitt 
dicht iiber den Kotyledonen, so daf am Stammchen kein Laubblatt be- 
lassen worden war. In einer anderen Gruppe wurde das Stammchen iiber 
dem ersten Laubblatt weggeschnitten. In der ersten Gruppe trieb bald 
nach dem Riickschnitt die Knospe in der Achsel wenigstens des einen Keim- 
blattes, meist aber beider Keimbliatter, zu einem oder zwei Seitentrieben 
aus. In der zweiten Gruppe jedoch trieben diese Achselknospen der Kotyl- 
edonen nicht aus, sondern stets die Knospe in der Achsel des belassenen 
Laubblattes. Sie trieben jedoch auch aus. wenn diese Knospe beschidigt 
war und selbst nicht austrieb. 

An den nicht zuriickgeschnittenen Kontrollpflanzen zeigten die Stomata 
keine neuerlichen Veranderungen. Dagegen konnten an den Keimblattern 
der beiden Gruppen bald nach dem Riickschnitt in der Epidermis Gruppen 
von zwei bis vier Zellen beobachtet werden, in denen die Kerne sehr deut- 
lich hervorstachen. Diese Zellen entwickelten sich im weiteren Verlaufe zu 
neuen Spaltapparaten, welche jedoch sehr hiiufig zu Doppelbildungen fiihr- 
ten. Es fanden sich z.B. drei wohlausgebildete und augenscheinlich auch 
funktionsfahige SchlieBzellen, welche zwei selbstandige Stomata umgaben 
(Abb. 16), oder zwei Paar von SchlieBzellen (Abb. 17), und ausnahmsweise 
wurden sogar vier solcher SchlieBzellen beobachtet. welche drei Stomata be- 
grenzten (Abb. 18). Auch unregelmaBige Formen konnten gesehen werden 
(Abb. 19). Es konnte auch vorkommen. dal} eine SchlieBzelle in einer solchen 
Gruppe von vieren schlieBlich doch zu einer Nebenzelle geworden war 
(Abb. 20). 

Jiingst wurde eine solche Doppelbildung wie in Abb. 17 auch an den 
Kotyledonen eines zuriickgeschnittenen Samlings von Cassia, wahrschein- 
lich Cassia fistula beobachtet. 





Abb. 1 bis 20. Mi®bildungen des Spaltéffnungsapparates, Erklarungen zu den Figu- 
ren im Text. 


237 





296 H. F. Neubauer und A. Apandi: Spaltéffnungsapparat 


Zur Erklarung dieser Erscheinungen kann aber Strahleneinwirkung oder 
das Fehlen gewisser Nahrsalze kaum ins Treffen gefiihrt werden. Inwie- 
weit der Wundreiz als solcher Epidermiszellen an Kotyledonen zu erneutem 
Wachstum anzuregen vermag, miifte erst noch genauer studiert werden. 

Vielleicht konnte man eher annehmen, daf der Verlust von 3 bis 6 bereits 
weit entwickeliten, jedenfalls aber schon funktionsfahigen Laubblattern 
eine solche Stérung des Stoffwechselgleichgewichtes mit sich bringt, wobei 
auch die Beziehungen und das Verhaltnis der einzelnen, im iibrigen noch 
nicht voll entwickelten Organe solcher Jungpflanzen zueinander in einer 
Weise gestért ist, dak die Pflanze darauf mit teilweise nicht koordinierten 
Wachstumsvorgingen antwortet, um diese Korrelationsstérungen auszu- 
gleichen. 

Zusammenfassung 


Die bisher beobachteten Unregelmafigkeiten in der Entwicklung der 
Spaltéffnungsapparate lassen sich in folgende Gruppen zusammenfassen: 

1. Stehenbleiben im halbfertigen Zustande. Hierbei wird die Mutter- 
zelle der SchlieBzellen oder diese selbst als gewohnliche Epidermiszellen 
entwickelt, welche bei anthozyanfiihrenden Formen ebenfalls gefarbten 
Vakuolensaft besitzen kénnen. Die Ursache mag in auferen Einfliissen 
(Strahlen, Ernahrungsstérung) gelegen sein, wie die in der Literatur be- 
schriebenen Formen beweisen, oder es miissen ,,innere Ursachen“ ange- 
nommen werden, wie an Kulturformen von Zierpflanzen (Alternanthera, 
Codiaeum) beobachtet wurde. 

2. Degeneration der Schliefizellen. Diese wurde bisher nur bei Alter- 
nanthera beobachtet und diirfte ebenfalls .innere Ursache“ als Basis haben. 

3. Neubildung. Es setzt, wie an den Kotyledonen zuriickgeschnittener 
Bauhinia-Samlinge beobachtet werden konnte. erneutes Wachstum ein, das 
unter Umstanden sogar zu Doppelbildungen von Spaltéffnungsapparaten 
fiihren kann. Es erfolgen iiberzaihlige Teilungen, als deren Ursache wohl 
gestérte Korrelation angenommen werden darf. 
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Janisch (1942) beobachtete erstmals im Lumineszenzmikroskop von 


Zeiss an den Eiweiftkristallen der Kartoffel eine griinlichblaue Primar- 
fluoreszenz, die nur wenig schwicher war als die der Kerne. Ahnliche An- 
gaben machten auch Eicke und Kohler (1943) und Fedotina (1957). 


1. Primarfluoreszenz der Eiweifkristalle in situ 


An der frischen Kartoffelknolle (Sorte .Sieglinde*?) zeigen viele Eiweil- 
wiirfel im subperidermalen Bereich eine charakteristische blaugriine 
Fluoreszenz von verschiedener Intensitat (Fluoreszenzeinrichtung Lux UV 
von Reichert. Wien: 80 w-Hg-Hochdrucklampe Philips 57701 E, Rotsperr: 
{mm BG 12, UV-Pass: 2.5mm UG 1, UV-Sperr: 1 mm GG 9). Gelegenilich 
tritt auch ein reines mattes Blau auf, an dickeren Schnitten auch griine und 
drappe Farbténe: dieselbe Fluoreszenz weisen auch die Kerne in meist 
geringerer Intensitat auf. Eine ebenfalls blauliche Fluoreszenz des Zell- 
saftes der peripheren Zellschichten nimmt in dem Mafe ab, wie ihr Starke- 
gehalt zunimmt. In den unmittelbar subphellogenen Zellen und dem Phel- 
logen selbst leuchten die Vakuolen hell im reinsten Blau. 

Bei genauerem Zusehen bemerkt man aber, daft die blau aufleuchtenden 


1 Herrn o. Univ.-Prof. Dr. Karl Héfler, unserem hochverehrten Lehrer, in 
Dankbarkeit zum 65. Geburtstag gewidmet. 

2 Fiir die freundliche Uberlassung des sortenreinen Materials sind wir der 
Direktion der Bundesanstalt fiir Pflanzenschutz in Wien, vor allem Frau Dipl.-Ing. 
Dehmel zu grofem Dank verpflichtet. 
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Kristalle entweder durch das Schneiden aus den Zellen gerissen wurden 
und isoliert auf dem Schnitt oder in offensichtlich toten Zellen liegen. Nur 
die lebenden, durch eine charakteristische strangige Plasmakonfiguration 
(Abb. 1a) und iiberdies meist durch deutliche Plasmazirkulation ausge- 


Abb. 1. Subperidermale Kartoffelzellen im Durchlicht-Hellfeld. a links tote Zelle 

mit koaguliertem Plasma, rechts lebende Zelle mit stringiger Plasmakonfiguration:; 

b in der toten Zelle rechts oben ein leicht korrodierter Eiweifkristall, in der 
lebenden Zelle ebenfalls ein leicht erkennbarer scharfkantiger Eiweif®kristall. 


zeichneten Zellen weisen eine bliiuliche Vakuolenfluoreszenz auf. In solchen 
einwandfrei als lebend erkannten Zellen zeigen die Eiweif}kristalle kein 
eigenes Leuchten (Abb. 1 und 2). Legt man in einen Schnitt aus der Kartoffel- 
knolle ohne Ubergang in 1 mol 
TrZ.. so zeigen viele Zellen 
Krampfplasmolyse. Nach lan- 
gerem Verweilen (iiber Nacht) 
im Plasmolytikum runden sich 
die Protoplaste ab. Der Ein- 
engung des Zellsaftes entspricht 
eine deutliche Erhéhung seiner 
Fluoreszenzintensitat, die nach 
Deplasmolyse wieder auf ihren 
Anfangswert absinkt. Diese 
Abb. 2. Dieselben Zellen wie in Abb. 1 (je- reversible Zunahme der Fluo- 
doch im Fluoreszenzmikroskop); in der toten T@SZenzintensitat wird offenbar 
Zelle fluoresziert der Eiweifkristall und der durch erhéhte UV-Absorption 
koagulierte Zellkern mit Plasmaresten, in infolge der  Konzentrations- 
der lebenden Zelle fluoresziert nur die Va- erhéhung des _ fluoreszierenden 


kuole. Vakuolenstoffes verursacht. 

In 0.2 bis 0.4 mol CaCl,-Lé- 
sung leuchten die noch vorhandenen (isolierten) Eiweif®kristalle unvermin- 
dert. In manchen sich entfarbenden Vakuolen tritt die blaugraue Fluoreszenz 
der Eiweiftkristalle immer deutlicher hervor. In héheren Elektrolytkonzen- 
trationen lésen sich die Eiweifkristalle auf (vgl. Eick e und K 6hle r 1943). 

Nur bei den Vakuolen der tiufersten Zellschichten diirfte es sich um 
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eindeutig ,volle* Zellsifte im Sinne Héflers (1947, 1953) handeln. Sie 
fluoreszieren, 15 Minuten mit Akridinorange (1: 10.000) behandelt, im 
alkalischen Bereich lebhaft grasgriin, bei pH 11.1 strahlend gelbgriin. Auch 
die unmittelbar darunterliegenden stirke- und kristallfiihrenden Zellen 
zeigen im alkalischen Bereich eine dunkelgriine Vakuolenfluoreszenz. 

Sehr kriftige (vitale) Farbungen an stark konvex plasmolysierten 
Vakuolen ohne stérende Wandfarbung sind zu erhalten, wenn die Schnitte 
iiber Nacht in 1 mol. KNO,-Lésung liegen, der in geringer Menge festes 
Neutralrot (<< 1: 10.000) zugesetzt wurde. Dieses lést sich langsam bis zu 
einer leichten Rosafiairbung (eine gleich 
behandelte 1 mol. TrZ.-Lésung wird 
augenblicklich kraftig rot!). 

Die Vakuolen des Phellogens und 
Subphellogens erscheinen kraftig pur- 
pur (rotviolett) gefarbi, die tiefer liegen- 
den Zellen schwacher in einem mehr nach 
Rot verschobenen Farbton. Die Farbténe 
liegen zwischen denen der vollen und 
leeren Zwiebelzellen, wobei die auBere 
Zellschicht dem vollen, die innere eher 
dem leeren Zellsafttyp sich annahert. 

Mit Jodjodkali farbten sich die be- 
treffenden Vakuolen gelb und es zeigen 


: Sales is Abb. 3. Tangentialer Flachen- 
sich auch kérnige braune Ausfallungen. 


schnitt durch den subperidermalen 


Bei der Sorte .Sieglinde* fiihren auch Bereich der Kartoffelknolle. 
die Markzellen ziemlich regelmaBig Ei- Wasser ausgeschwenkt: vier Ei- 
weifkristalle (woriiber noch an anderer  weifwiirfel und einige Starke- 
Stelle berichtet wird: Hélzl und Ban-_ kérner mit deutlicher Schichtung. 
cher 1958). Hier ist aber die Vakuolen- 
fluoreszenz der lebenden Zellen wie auch die Fluoreszenz der Eiweibkristalle 
in toten Zellen viel geringer. : 


in 


Die Fluoreszenz der Kristalle bleibt beim Kochen nicht nur erhalten. 
sondern sie wird meist noch verstirkt und erstreckt sich dann auf samtliche 
Kristalle eines Schnities, so daB sich aus gekochten Knollen bei geeigneter 
Schnittfiihrung hiibsche Verteilungsbilder der Eiwei®kristalle in den sub- 
peridermalen Schichten ergeben. Jede Zelle fiihrt einen blauen Kristall, der 
von den schwicher fluoreszierenden Kernen leicht zu unterscheiden ist. 


2. Primarfluoreszenz isolierter Eiweifkristalle 


Legt man einen Quer- oder Tangentialschnitt durch den subperidermalen 
Bereich einer frischen Knolle in Leitungswasser, so fallen neben zahlreichen 
Stirkekérnern immer Eiweifkristalle heraus. Wird der Schnitt nur aus- 
geschwenkt und dann entfernt, so ergeben sich noch bessere Resultate 
(Abb. 3). Die solchermaBen isolierten Eiweibkristalle der subperidermalen 
Zone zeigen wieder die schon beschriebene grau- bis griinlichblaue Primar- 
fluoreszenz in verschiedener Intensitaét, wahrend die danebenliegenden 
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nativen Stirkekérner nur mattgrau bis graublau fluoreszieren (Abb. 4). An 
der Fluoreszenz der Eiweifkristalle andert sich auch nichts. wenn sie an- 
statt in Wasser in 0,2 bis 0.4 mol CaCl, liegen. 

Labt man waBrige Praiparate an der Luft eintrocknen, so weisen die 
Fiweifkristalle bei unveriainderter Absorption (im Hellfeld farblos) eine 

betrachtliche Zunahme der Fluo- 
reszenzintensitat auf, Paraffinél 
als Einbettungsmittel verbessert 
die optische Bildqualitaét. was 
besonders’ fiir mikrophotogra- 
phische Aufnahmen vorteilhaft 
ist (Abb. 35). 
Erhitzt man ein lufttrockenes 
Praiparat im Thermostaten bei 
150°C oder erhitzt direkt iiber 
der Gasflamme, so tritt abermals 
Abb. 4. Primarfluoreszenz eines isolierten eine Steigerung der raeonene 
Eiweifkristalls und eines Starkekorns in  !"tensitat auf, wobei sich nach 
Wseian stirkerem Erhitzen in Absorp- 
tion und Fluoreszenz ein Stich 
ins Gelbliche bemerkbar macht. Abkiihlung auf Zimmertemperatur andert 
diese Verhaltnisse nicht. 

Beim Wiederanfeuchten geht die Fluoreszenz lufttrockener Eiweib- 
kristalle viel starker zuriick als 
die hitzefixierter. Erstere zeigen 
bei plétzlichem Wasserzutritt 
Verquellungs- und Lésungser- 
scheinungen. Lésungen von 0.2 
und 0.4 mol CaCl, haben die 
gleichhe Wirkung wie reines 
Wasser. Die durch Trocknen 
bzw. Erhitzen verstarkte Pri- 
marfluoreszenz erweist sich so- 
mit ebenfalls als salzecht (Ki n- 
zel 1953). 


: : Abb. 5. Verstarkte Primarfluoreszenz von 
Stundenlanges Verweilen im 


Eiweifkristallen und Starkekérnern nach 

Thermostaten bei 200°C léscht Erhitzen auf 150°C (in Paraffinél), 

die grelle Fluoreszenz der Ei- 

weifkristalle noch nicht, erst wenn iiber der Gasflamme starkere oxydative 

Braunung auftritt, stumpft auch die Fluoreszenz zu hautfarbenen Ténen ab 
Die Fluoreszenz lufttrockener Eiweibkristalle bleibt iiber konzentrierter 

Schwefelsaure unverandert. 


Um zu priifen, ob die Fluoreszenz durch langeres Liegen in Aqua dest. 
verandert (ausgelaugt) werden kann. haben wir mehrere tangentiale 
Schnitte aus dem subperidermalen Bereich in Aqua dest. ausgeschwenkt 
und nach griindlichem Waschen mehrere Wochen unter 6fterem Wechsei 
des Wassers darin liegen lassen. Es zeigte sich, daB die Fluoreszenz viel- 
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leicht zuriickgeht, aber keineswegs verschwindet. Nachtragliches Antrocknen 
und Erhitzen fiihrt wieder zur Steigerung der Fluoreszenzintensitat. 


3. Diskussion 


Haitinger (1938) hielt es fiir méglich, daB die blaue Primirfluores- 
zenz der handelsiiblichen Cerealienstirken auf Stoffe zuriickgeht, die aus 
der blau fluoreszierenden Kleberschicht beim Schlemmprozef den Stirke- 
kérnern adsorptiv angelagert werden. 

Fedotina (1957) will die blaugriine Primarfluoreszenz der Eiweif- 
kristalle nicht auf das Vorhandensein von Farbstoffen, Alkaloiden oder 
Glykosiden zuriickgefiihrt wissen, da Reaktionen auf diese Stoffe negativ 
ausfielen. 

Unsere Beobachtungen sprechen dafiir, da® die blaue Primiarfluoreszenz 
der Eiweiftwiirfel der Kartoffel durch einen Vakuolenstoff (wahrscheinlich 
denselben, der die primaire Blaufluoreszenz der Vakuolen verursacht) 
bedingt wird. Nach dem Absterben der Zelle wird er frei und fluorochro- 
miert die Kristalle. In der lebenden Zelle werden die Eiweifkrisialle all- 
seits von lebendem Protoplasma umhiil!t (Wakker 1888) und sind daher 
vor dem Zutritt der Vakuolenstoffe geschiitzt, sie fluoreszieren nicht. 

Unter Primiarfluoreszenz versteht Haitinger (1938) Fluoreszenz- 
erscheinungen an nativen, vollkommen unbehandelien Praparaten. Sekun- 
darfluoreszenz liegt dann vor, wenn die betreffenden Objekte bei absichi- 
licher Behandlung mit fluoreszierenden (Farbstoff-) Lésungen durch elek- 
tive Aufnahme derselben zu kiinstlicher Fluoreszenz angeregt werden. 

In der Fluoreszenzmikroskopie haben sich diese Begriffe eingebiirgert, 
obwohl sie in der Physik ganz andere Bedeutung haben*. Im Sinne 
Haitingers ist Sekundarfluoreszenz immer gleichbedeutend mit fremd- 
stofflich verursachter Fremdfluoreszenz, waihrend Primiarfluoreszenz, wie 
unser Beispiel zeigt, sowohl Fremd- als auch Eigenfluoreszenz sein kann. 
Die Fluoreszenz isolierter Eiweifkristalle ist offensichtlich eine F re md - 
Primarfluoreszenz, wahrscheinlich bedingt durch dieselbe fluoreszie- 
rende Substanz (Substanzen), welche die Eigen-Primarfluoreszenz 
der Vakuole erzeugt. 

Im Hinblick auf den Lebenszustand der Zelle wird man sich also immer 
Rechenschaft geben miissen, ob etwa auftretende ,,Primarfluoreszenz* durch 
nachtragliche Einwirkung anderer Zellkomponenten bedingt erscheint. Die 
bei den meisten Priparaten unvermeidliche Zerstérung und Offnung einer 
gréReren Anzahl von Zellen setzt eine nicht unerhebliche Menge von Zell- 
saft in Freiheit, die unter Umstanden eine nur im UV-Licht aufscheinende 
Fluorochromierung der zuginglichen bzw. aufnahmefahigen Zellbestand- 
teile (ergastische Gebilde, totes Plasma und seine Differenzierungen, Zell- 
winde etc.) verursachen kann. 


8 Als Primarfluoreszenz wird dort das nach Absorption des Erregerlichtes 
emittierte Lumineszenzlicht bezeichnet. Sekundarfluoreszenz entsteht durch Absorp- 
tion des primaren Fluoreszenzlichtes. 
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Zusammenfassung 


Die schon mehrfach beschriebene graublaue bis blaugriine Primar- 
fluoreszenz der Eiweiffwiirfel aus den subperidermalen Zellschichten der 
Kartoffelknolle ist in lebenden Zellen nicht zu beobachten. Diese besitzen 
dagegen eine blaue bis blaulichgriine Vakuolenfluoreszenz (Abb. 1 und 2). 

Isolierte (Abb. 3 und 4) oder in toten Zellen liegende Eiweifkristalle 
werden wahrscheinlich durch den austretenden Zellsaft fluorochromiert. 
Einer ..Fremd-Primarfluoreszenz* der Eiweifkristalle steht eine ,,Eigen- 
Primarfluoreszenz* der Vakuolen gegeniiber. 

Die Fluoreszenzintensitat wird durch Trocknen oder Erhitzen bedeu- 
tend verstarkt (Abb. 5). 


Herrn o. Univ.-Prof. Dr. K. Héfler, Direktor des Pflanzenphysiologi- 
schen Instituts der Universitat Wien, danken wir fiir die bereitwillige Er- 
laubnis, die Mittel und Einrichtungen des Instituts zu beniitzen, und Herrn 
Dr. W. Url fiir die Anfertigung der Fluoreszenzaufnahmen Abb. 2, 4 und 
5 am Fluorex/Reichert (im Original auf Ansco-Farbfilm). 
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1. Einleitung 


Die Farbbarkeit der pflanzlichen und tierischen Eiweifkristalle ist eine 
jener Eigenschaften, durch die man sie als Kristalloide (Nageli 1862) von 
den echten Kristallen unterscheiden zu miissen glaubte (Frey - Wyss- 
Jing 1953). Zahlreich sind die Angaben iiber Farbungen an pflanzlichen 
Eiweifkristallen im allgemeinen und an Eiweifkristallen der Kartoffel im 
besonderen. 

Schon Cohn (1859), der eigentliche Entdecker derselben, machte dies- 
beziigliche Mitteilungen. A. Meyers (1920) Angaben, wonach ,,Eiweif- 
kristalle sehr porés sind und Farbstoffe aller Art (Eosin, Gentianaviolett, 
Safranin, Karmin, Hamatoxylin etc.) leicht aufnehmen“, beziehen sich 
auf sublimat- und alkoholfixierte Sameneiweifkristalle. 

Der Farbbarkeit und Fluorochromierung von Eiweifkristallen der Kar- 
toffel widmete Janisch (1942) eine ausfiihrliche Studie. Von 34 (nicht 
naher bezeichneten) Hellfeldfarbstoffen schienen ihm besonders die (basi- 
schen) Kernfarbstoffe in Frage zu kommen, zum Unterschied von den iib- 
rigen Eiweifkristallen der Samen, die sich leichter mit sauren Farbstoffen 
anfarben (vgl. auch Haitinger 1938). Nur wenige Fluorochrome, meist 
1: 1000, eigneten sich zur ,,vitalen* Fluorochromierung der Eiweifkristalle. 
Eine sehr gute, jedoch voriibergehende Fluorochromierung ergab Thiazol- 
gelbG; mit Abstand folgen Auramin, Coriphosphin und Primulin, nur 


1 Herrn o. Univ.-Prof. Dr. Karl Héfler, unserem hochverehrten Lehrer, in 
Dankbarkeit zum 65. Geburtstag gewidmet. 
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mehr schwach tingierten Corallin, Rubin (30% Alkohol) und Eosin. Die 
Anfarbungen der Kristalle und des Kernes waren einander ahnlich. 
Angaben iiber Fluorochromierungen der Eiweiftwiirfel der Kartoffel in 
abgestuften pH-Reihen machten Eicke und Kohler (1943). Im pH-Be- 
reich 3.9 bis 7,8 fiihrten Coriphosphin-Fuchsin, Akridinorange, Primulin, 
Erythrosin und Aminoterephtalsiure zu einer Fluorochromierung der Ei- 
weifwiirfel, wahrend mit Akridin, Pyronin, Trypaflavin, Benzoflavin und 
Uranin keine Fluorochromierung zu erzielen war. 
Bei Akridinorange (1 : 10.000) 
fluoreszieren die Kristalle ca. 
3 Stunden lang gelbgriin, am 
besten zwischen pH 4,8 und 6,4. 
Primulin (1 : 10.000) erzeugt bei 
pH 4,8 strahlend blaue, bei pH 6,4 
hellgelbe. zeitlich begrenzte Fluo- 
reszenz der Eiweiftkristalle. Der 
Farbumschlag wurde nach St rug- 
ger (1937/38, 1939) als Ubergang 
von einer hochdiffusiblen blau 
fluoreszierenden in eine grob- 
2 disperse gelb fluoreszierende Lés- 
Abb. 1. Eiweifkristall mit Auflésungs- lichkeitsform des Primulins  ge- 
erscheinungen in lebender, beiderseits zu deutet. 
Strangen ausgezogener protoplasmatischer Mit gesittigter alkoholischer 
Hiille, Lagerzeit der Knolle 5 Monate. Aminoterephtalsaurelésung (H a i- 
tinger 1938) ergaben sich nach 
5 bis 6 Stunden die giinstigsten Anfarbungen im sauren Bereich. 
Die Farbungen und Fluorochromierungen wurden fast ausnahmslos an 
Kristallen in situ durchgefiihrt. Da aber gerade von der Kartoffelknolle 
sehr leicht isolierte Eiweifkristalle zu erhalten sind (H61z1 und Ban- 
cher 1958 a, Abb. 3), so schien es von Interesse, auch an isolierten Eiweif- 
wiirfeln einige Farbungen und Fluorochromierungen vorzunehmen. Die 
Eiweifkristalle sind dann von der in lebenden Zellen vorhandenen proto- 
plasmatischen Hiille (Abb. 1) befreit und keiner Zutrittserschwerung oder 
Speicherkonkurrenz ausgesetzt, so dal mit starkeren (geanderten) Anfar- 
bungen zu rechnen ist, namentlich nach langsamem Eintrocknen des Pra- 
parates. 


2. Fluorochromierung der Eiweifkristalle in situ 


Das Untersuchungsmaterial entstammt der Kartoffelsorte ,,Sieglinde“ 2, 
die besonders reich an Eiweifkristallen ist (H 61z1 und Bancher 1958 b). 
Alle Angaben iiber Fluoreszenz beziehen sich auf die Fluoreszenzeinrich- 
tung Lux UV/Reichert: 80w Hg-Hochdrucklampe Philips 57.701 E, Rot- 
sperr: 1 mm BG 12, UV-Pass: 2,5 mm UG1, UV-Sperr: 1 mm GG 9. 


* Fiir die freundliche Uberlassung des sortenreinen Materials sind wir der 
Direktion der Bundesanstalt fiir Pflanzenschutz in Wien und vor allem Frau 
Dipl.-Ing. Dehmel zu groBem Dank verpflichtet. 
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Von den Angaben bei Eicke und Kohler (1943) haben wir die iiber 
Akridinorange und Primulin nachgepriift. 

Akridinorange NO (1: 10.000): Im Phosphatpuffer pH 2,1 listen sich 
die Kristalle auf. Von pH 3,5 bis 5,8 war bei ca. 15 Minuten Farbedauer 
trotz der gleifend roten Zellwandfluoreszenz die blaue Primarfluoreszenz 
der Eiweifkristalle noch recht gut erkennbar. Bei héherem pH war von 
den Kristallen nichts mehr zu sehen. Schon bei pH 3,5 treten vereinzelt 
Zellkerne blau hervor, bei pH 4,8 bis 11,1 fluoreszieren sie schén blau mit 
rosarotem Nukleolus. 

Primulin 0 (1: 10.000): Die strahlend veilchenblaue Fluoreszenz der 
Eiweifkristalle im saueren Bereich haben wir nach 20 Minuten Anfarbung 
auch erhalten, jedoch nur bei offensichtlich toten Zellen. Im neutralen und 
alkalischen Bereich iiberstrahlie die blendend weifgriine Fluoreszenz der 
Zellwande alles andere. 

Die besten Resultate erzielten wir ebenso wie Janisch (1942) mit 
Thiazolgelb G (1 : 5000). Nach 10 Minuten Anfarbung bei pH 3,5 strahlten 
die Eiweifkristalle elektiv azurblau, die Kerne nur matt graublau. Im 
Leitungswasser (pH 7,8) waren die Kristalle nur mehr mattocker (,,Kanten- 
fluoreszenz“ vgl. S. 311), die Kerne und besonders die Nukleoli kraftig ocker. 
An der gelbgriin aufgehellten Zellwand zeigte sich ein auffallender (photo- 
chemischer) Ausbleichungseffekt: War eine bestimmte Stelle des Schnittes 
60 bis 90 Sekunden der UV-Bestrahlung ausgesetzt, so wurde sie elektiv 
erell weifblau. 

Eine Fluorochromierungsméglichkeit besteht nur bei isolierten bzw. in 
toten Zellen liegenden Eiweifkristallen. Somit ergibt sich eine Parallelitat 
zum Verhalten der Primarfluoreszenz (H61z1 und Bancher 1958 a). 

Die vitale Fluorochromierung der im Cytoplasma liegenden Eiweif- 
kristalle (Abb. 1) erwies sich zumindest mit diesen drei Fluorochromen als 
nicht modglich. Diesbeziigliche Angaben in der Literatur diirften auf einem 
Irrtum beruhen. Man hat zuwenig zwischen einwandfrei als lebend zu be- 
zeichnenden (charakteristisch strangige Plasmakonfiguration, Plasmazirku- 
lation, Plasmolysierbarkeit, Vakuolenfluoreszenz) und den zahlreichen durch 
das Schneiden verletzten toten Zellen unterschieden. 


3. Fairbung und Fluorochromierung isolierter Eiweifkristalle 


Fiir eine Reihe von Fluorochromen und Diachromen wurde die Wirkung 
auf isolierte EiweiSkristalle gepriift. Zu diesem Zweck wurden Tangential- 
schnitte der subperidermalen Zone der Kartoffelknolle in einem Tropfen 
Leitungswasser ausgeschwenkt und je ein Tropfen Farbstofflésung von 
beiden Seiten des Deckglases zugesetzt und eventuell durchgesaugt. Dieses 
Vorgehen erwies sich zweckmiafiger als direktes Ausschwenken des Schnit- 
tes in der Farblésung. Denn diese ergibt vielfach mit austretenden Zell- 
saftstoffen (geléstem Eiweiff u. a.) Niederschlage, die den Farbstoff binden, 
so daf an den Eiweifkristallen der volle Farbeerfolg ausbleibt. Bei Akridin- 
orange bemerkt man z. B. schon makroskopisch eine deutliche Triibung. 

Samtliche Farbstoffe wurden in aqua dest. 1:1000 angesetzt. Nur 
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Corallin und Fuchsin (beides altere Praparate unbekannter Herkunft) 
zeigten hierbei einen Lésungsriickstand. 

Die auf die Eiweifwiirfel waihrend der Beobachtung einwirkende Farb- 
stofflésung besitzt demnach eine Konzentration < 1 : 1000. Das Praparat 
zeigt daher alle Ubergange von der schwiachsten bis zur stairksten (einer 
Farbstoffkonzentration 1: 1000 entsprechenden) Tingierung der Eiweif- 
kristalle. Auch kann auf diese Weise besonders im Fluoreszenzmikroskop 
der giinstigste Untergrund ausgesucht werden. 

Nach der Beobachtung wurde das Deckglas entfernt und das Praparat 
nach weiterer Zugabe von Farblésung an der Luft bei Zimmertemperatur 
getrocknet und ohne Deckglas, oder mit Paraffinél und Deckglas mikrosko- 
piert. Ferner wurde untersucht, ob die Trockenfarbung mit Leitungswasser 
oder mit 0,2 mol CaCl,-Lésung (H6fler und Schindler 1952) auswasch- 
bar ist. Damit das Wasser den Kristall nicht wegschwemmt, ist es zweck- 
mafig, auf das Trockenpraparat ein Deckglas so zu legen, dak das Beob- 
achtungsobjekt am Rande desselben liegt. Der Tropfen wird dann vom 
gegeniiberliegenden Deckglasrand zugesetzt. Beim Eintreffen des Wassers 
quillt der Eiweifkristall unter Beibehaltung seiner Form ruckartig auf das 
2.4fache (Durchschnitt aus elf Messungen, Schwankungsbreite 1,6 bis 3,0) 
seines Trockenvolumens auf. 

Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen zusammengefaft. Die 
Angaben fiir Hellfeld gelten fiir eine gew6hnliche mattierte 100-W-Gliih- 
lampe als Lichiquelle. 


a) Farbungen isolierter EiweiBwiirfel der Kartoffel- 
knolle (Sorte .Sieglinde’*) 


Tabelle 1 gibt die Wirkung einiger (ohne besondere Absicht ausge- 
wahlter) Farbstoffe wieder. Mit Ausnahme des schlecht wasserléslichen 
Corallins und von Crocein ergeben alle Farbstoffe + deutliche Naffarbun- 
gen. Nach Eintrocknen in der Farblésung war iiberall eine Anfarbung fest- 
zustellen. 


Informative Versuche mit Methylenblau lieBen an nativen Eiweif- 
kristallen nur einen undeutlichen weiteren Entfarbungs-(Umladungs-) Be- 
reich von pH 6,4 bis 3,5 und darunter, an lufttrockenen Eiweifkristallen 
dagegen deutliche Entfarbung zwischen pH 4.8 und 35 und an hitzefixier- 
ten Eiweifkristallen zwischen pH 3,5 und 2.1 erkennen (Ansaduerung bei der 
Eiweiffdenaturierung!). Ahnliches zeigten Versuche mit Saurefuchsin (Rubin S: 
Abb. 2). Die schwach negative Aufladung der Eiweifkristalle im neutralen 
Milieu bzw. die Beteiligung von Nukleoproteiden an ihrem Aufbau 
(Goldin, Brodskij und Fedotina 1956) scheint auf die Art der 
Anfarbung nicht ohne Einflu® zu bleiben. 

Betrachten wir etwa die Gruppe der chemisch nahe verwandten 
Rosaniline (Triamino-triphenyl-methane), zu denen die beiden Fuchsine. 
Dahlia. Methylviolett, Methylgriin, Gentianaviolett, Viktoriablau, Anilin- 
blau und Corallin gehéren. so sehen wir. daB die basischen unter ihnen (die 
ersten sechs) kraftige Hellfeldfarbungen ergeben. Die Trockenfarbungen 
erweisen sich als praktisch wasserfest und nur Methylviolett und Gentiana- 





Tab. 1. Farbungen isolierter Einmeifkristalle der Kartoffelknolle (Sorte ,Sieglinde“). 





Farbstoff 
1:1000 


Durchlicht-Hellfeld 
(100-W-Glithlampe) 


naB trocken 


Fluoreszenz 


(Lux UV/Reichert) 


naB trocken 


Entfarbung 
(der Trockenfarbung) 
mit 


Wasser | 0,2 mol CaCl, 





Anilinblau 
(G) 
Brillantchre- 
sylblau (G) 
Corallin 


Crocein (G) 


Dahlia 
Fuchsin 


Gentiana- 
violett (G) 


Hamatoxylin 


Janusgriin 
(N) 


Methylenblau 
Methylgriin 
(G) 
Methylviolett 
(G) 


Neutralrot 


Nilblausulfat 
(Fluka) 
Rubin 8 


(Saurefuchsin ) 


| ungefarbt | 


| violett — 


| ungefarbt 


Safranin (G) | 


Pelikan- 
Brillantblau- 
Tinte 
Viktoriablau 
(B) 


schwach 
lila 
violett 


lila — blau | 


| hellblau — | 
tiefblau 
schwach 
orange — 

orange rotl. | 


himbeerrot | 


ungefarbt 


schwach 
lila 


purpur 
schwach | rosa — tief | 
— tiefrot | purpurrot 
violett 
schwarz- 
violett 
schmutzig | 
— rosa orange — | 
braun 
dunkel- | blauschwarz | 
blau — 
violett 
blau 


griinblau 


blauschwarz | 
griinblau 


tief 
purpur- 


tiefviolett 


violett 
rostrot — |erdbeerrot — 
ziegelrot sattrot 


tiefblau azurblau 


schwach karmesin 
— stark 
purpur 
zartrosa rosarot 
— ziegel- 
rot 
dunkel- dunkelblau 
blau — schwarz 


tiefblau tiefblau 


Abkiirzungen in () vgl. Tab. 2 


= geléscht 


Primarfl. | stumpfblau 


geléscht | geléscht 
Primarfl. | mattocker 
| — braunrot 
geléscht | matt dunkel 
| rotbraun — 
| geléscht 
geléscht | schmutzigrot 
— geléscht 
rétlich — 
geléscht 
geléscht 


Primarfi. 


geléscht 


Primarfl. 


— geléscht braun 





geléscht | geléscht 


geléscht geléscht 


geléscht geléscht 


geléscht geléscht 


geléscht 
rot — 

geléscht 

geléscht | mattblau — 
geléscht 

geléscht 

geléscht 

geléscht schmutzig 

braunrot — 
geléscht 


geloscht geléscht 


geléscht geléscht 


matt dunkel- | 


matt dunkel- 


dunkelrot — 


keine 
(Lésung) 
unvollst. | volistandig 
| 
vollst. 


vollst. | 
| 
| 


unvollst. | vollstandig 


keine unvollst. 


keine keine (noch 


dunkler) 


keine 
(Schwarzung) 


vollstandig 





keine volistandig 


unvollst. | vollstandig 


keine keine 


keine vollstandig 
(Quellung, 
Lésung) 


volistandig 


| 
unvollst. | 
| 
| 


vollist. 


| 


(Lésung) | 


keine volistandig 


unvollst. | volistandig 


| (Lésung) 
keine | volistandig 
| 
| 
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violett als salzfest. Bei letzterem ergab sich sogar ein Nachdunkeln bei 
CaCl.-Zusatz (vgl. Haimatoxylin!). Bei diesen beiden Praparaten handelt 
es sich um alte Griibler-Produkte (aus der Zeit vor 1918), fiir die Conn 
(1953) angibt, daf sie ein Gemisch verschieden stark methylierter Pararosa- 
niline mit ziemlichen Mengen Dextrin darstellen. 

Das saure Rubin S (Saurefuchsin) fiairbt in dieser Konzentration zwar 
auch schon intensiv, die beiden anderen sauren Farbstoffe nur schwach oder 
gar nicht. Wenn die Trockenfarbung, wie bei Anilinblau wasserfest ist, so 
ist sie (selbstverstandlich) auch durch CaCl, nicht verdrangbar. 

Von den iibrigen Farbstoffen ist 
nur das Crocein (ein Diazofarb- 
stoff) ein anodischer und zeigt 
dementsprechend keine Feuchtfir- 
bung. Die Trockenfarbung ist 
schon mit Wasser auswaschbar. 
Wir haben auch das sauere Kon- 
gorot, das in wasseriger Losung 
kolloidale Eigenschaften zeigt 
(Kinzel 1953) angewendet und 
keine elektive Feuchtfarbung er- 
halten: wahrend des Eintrocknens 


Abb. 2.  Isolierter Eiweifkristall und schmelzen die Eiweiftkristalle un- 


einige Starkekérner in Saurefuchsin (Ru- ae Abrundung der Kanten — 
bin S) 1: 1000 bei pH 2.1; der Kristall aufien nach innen (fast) vollstan- 


ist tiefrot gefarbt. geschichtet und weist dig zusammen. Die Beobachtung 
leichte aufere Liésungserscheinungen auf. einer Trockenfarbung war daher 
nicht méglich. 

Eine bezeichnende Ausnahme von dem fiir basische Farbstoffe charak- 
teristischen Verhalten zeigt der Naturfarbstoff Hamatoxylin (wie alle 
iibrigen in aqua dest. gelést). Die Trockenfarbung ist wasserfest, und bei 
Zusatz von CaCl, dunkelt die braune Farbung bis zu vélligem Schwarz 
nach. Bekanntlich wird das Hamatoxylin fast immer zusammen mit Metall- 
salzen (besonders Al, Fe und Cr-Salzen) in der histologischen Farbetechnik 
verwendet. Das CaCl, iibt offenbar ebenfalls einen Beizeffekt (chemische 
Niederschlagsbildung) aus. Die Kristalle sind dann auch in 1 mol CaCl, 
unléslich, wahrend ungefarbte Eiweifwiirfel sofort von innen nach auBen 
aufgelést werden. 

Das Eintrocknen hat meist eine vertiefte Anfarbung zur Folge, die 
nicht nur auf der Konzeutrationserhéhung der eintrocknenden Farblésung 
beruht, sondern wohl auch ein Adsorptionseffekt ist. Corallin z. B. farbt aus 
der gesattigten Lésung nicht, wohl aber im (trockenen) Adsorbat. Die Aus- 
bildung eines engeren Umschlagbereiches (vgl. S. 306) scheint dabei weniger 
mafgebend zu sein, da die Intensivierung der Anfarbung beim Antrocknen 
auch bei den sauren und indifferenten Farbstoffen auftritt (vgl. Tab. 2, 
Rhodamin). 

Die Primarfluoreszenz der Eiweifkristalle (Hiélzl und Bancher 
1958 a) wird bei starkerer Anfarbung durchwegs geléscht, desgleichen eine 
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allenfalls zu erwartende Sekundarfluoreszenz (Konzentrationsléschung!). 
Um so bemerkenswerter ist das Auftreten von (der Stockeschen Regel ge- 
mafen) Fluoreszenzen im trocken adsorbiertem Zustand (der bekanntlich 
die Fluoreszenzerscheinungen férdert), die bei Anilinblau und Hamatoxylin 
auch bei starker Tingierung nicht geléscht werden. Eine Einwirkung der 
beim Trocknen sich verstarkenden Primarfluoreszenz ist nur bei fluoreszenz- 
unfahigen Farbstoffen zu erwarten. 


b) Fluorochromierungen isolierter EiweiBwiirfel der 


Kartoffelknolle (Sorte .,Sieglinde*) 


Wie Tabelle 2 zeigt, geben Coriphosphin und Akridinorange schon eine 
im Hellfeld sichtbare Orangefarbung. Geringere Tingierung ergeben Akri- 
dingelb und Berberinsulfat, am wenigsten wird Auramin angenommen. 
dessen immerhin vorhandene Trockenfarbung schon durch Leitungswasser 
ausgewaschen wird. Nur das Coriphosphin widersetzt sich, ahnlich dem 
Fuchsin einer vollstandigen Verdrangung durch 0,2 mol CaCl, (vgl. H6 f- 
ler 1954). 

Von den sauren Fluorochromen ergibt nur das Eosin eine schwache Nak- 
farbung und eine kraftige Trockenfarbung, die aber mit Leitungswasser 
auswaschbar ist. Genauso verhalt sich das basische, aber in neutraler Lé- 
sung praktisch undissoziierte Rhodamin. Keineswegs aber gehen alle sauren 
Farbstoffe bzw. Fluorochrome nur so lockere Bindungen mit den Kristallen 
ein. Mit Anilinblau (Tab. 1), Primulin 0 und Thiazolgelb G gefarbte bzw. 
fluorochromierte Eiweifkristalle sind nicht ohneweiters entfarbbar. 


Wiahrend mit basischen Farbstoffen gefarbte trockene Kristalle bei 
Wasserzusatz nur gelegentlich Quellung und teilweise Lésung zeigten, trat 
bei Saurefuchsin, Eosin, und Fluoreszein nach der Entfarbung eine rasche 
Auflésung der Kristalle von innen nach aufen auf. Bei Fluoreszein war die 
Entfarbung nicht mehr sicher von der sofort eintretenden Auflésung zu 
trennen. 


Aminoterephtalsaure war das einzige Fluorochrom, das wir in alkoholi- 
scher Lésung anwendeten. Die Fluorochromierung war ebenso prachtig wie 
sie Haitinger (1938) fiir Sameneiweifkristalle beschreibt. Mit Alkohol 
(95%) ist zwar eine ahnliche, aber viel geringere (Verunreinigungen des 
Alkohols ?) Fluorochromierung zu erzielen (vgl. dagegen Reiter 1957). 


Durch das Eintrocknen in der Farblésung werden die Farbstoffe in 
héherer Konzentration adsorptiv (in Zwischenraumen der Makromolekiile) 
festgelegt. Dabei ist die Konzentration der zugesetzten Farbstofflésung fiir 
den Ausfall der Feucht- und Trockenfarbung makgebend. So ergeben z. B. 
fallende Konzentrationen folgende Feucht- und Trockenfluoreszenzen: 


Akridinorange nak trocken 
1: 1.000 rot blutrot 
1: 2.000 rostbraun orange 
1: 5.000 blau griin 
1 : 10.000 mattblau blaugriin 
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Einer Steigerung der Farbintensitat im Hellfeld von schwach gelblich 
iiber gelb nach braun, entspricht im Fluoreszenzmikroskop der bekannte 


Tab. 2. Fluorochromierungen isolierter Einmeifkristalle der Kartoffelknolle (Sorte 


..Sieglinde™ ). 





Durchlicht-Hellfeld 
(100-W-Glithlampe) 


Entfarbung bzw. -fluo- 
rochr. (der Trocken- 
farbung) mit 


Fluoreszenz 


Fluorochrom (Lux UV/Reichert) 


1: 1000 
naB 


trocken 


naB 


trocken 


Wasser 0,2m CaCl, 





Akridingelb 
(G) 


ungefarbt 
— leicht 
gelblich 
Akridin- dottergelb 
orange NO (C) 
konz. alkohol. 


— orange 
ungefarbt 
Aminotereph- 

talsaéure (C) 


Auramin (G) | ungefarbt 


Berberin- 
sulfat (G) 


ungefarbt 
—schwach 
gelblich 

Coriphosphin | gelb — 
(C) orange 
Eosin extra 


BA (IGF) 


schwach 


rosa 


Fluoreszein 


(G) 


ungefarbt 


Primulin O 
(G) 


ungefarbt 


Rhodamin schwach 
stand. 


Thiazolgelb G 
(G) 


purpur 
ungefarbt 


zitronengelb 
— gelb 


orange — 
braun 


| ungefarbt 


ungefarbt 
— gelb 


gelblich — 
gelb 
gelb — 
gelb — 


orange 


erdbeerrot 


gelblich 


zitronengelb 


tiefpurpur 


zitronengelb 


matt 
graubraun 


rot 


weiBblau | 


Primarfl. 


gelbgriin 


braunlich 

— orange- 
rot 

gelbgriin 


passiv 


| griingelb 


weiBlich 


lila — rosa 


matt- 
orange 
gelbe 
,.Kanten- 
fluores- 


zenz*‘ 


In () Abkiirzungen der Herstellerfirmen: 


ocker 


blutrot 


strahlend 


| 
| unvollst. | vollstandig 


keine volistandig 


vollst. 


weiBblau — | 


blau 
gelbgriin — 
hellocker 


graugelb 


dottergelb  — 
orangerot 


matt 
rotbraun 


graugriin — 
matt grau- 
braun 
leuchtend 
gelbgriin — 
trapp 
mattorange 
— rotbraun 
gelb — ocker 


vollst. 
(teilweise 
Lésung) 
unvollst. | vollstandig 
(Quellung, 
Lésung) 


keine (un)vollst. 


vollst. 
(Quellung 
Lésung) 
rasche 
Loésung 


keine keine 


vollst. 
(Lésung) 
keine 


B Bayer/Leverkusen, 

C Chroma/Stuttgart, 

G Griibler/Leipzig bzw. Berlin und Stuttgart, 
N Nat. Anil. & Chem. Co./New York. 


Konzentrationseffekt des Akridinorange, indem der Farbton von der blau- 
grauen Primiarfluoreszenz iiber Blau, Griin, Gelb, Orange nach Rot sich 
iindert. Man hat dabei den Eindruck, da® die Eiweifkristalle (und die zahl- 
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reichen Starkekérner sowie sonstige geléste oder geformte Bestandteile) 
schon bei der ersten Beriihrung der andringenden Farbstofflésung fast 
allen frei verfiigbaren Farbstoff entziehen, so daft beim nachfolgenden 
Eintrocknen nicht mehr allzuviel 
Farbstoff aufgenommen wird. 
An den trockenen Eiweif- 
kristallen traten im Hellfeld 
gelbe und bei Rhodamin und 
Eosin auch rote Farbténe auf, 
was sich gemaéfi der Stokeschen 
Regel auch auf die Fluores- 
zenz auswirkt. 
Die hohe Konzentration 
der Fluorochrome, die in den 
nassen und in den trockenen 
Kristallen angenommen wer- 


den muf, \ciaeact al wohl eine Abb. 3. Isolierte Eiweifkristalle und Starke- 
Léschung der Primarfluores- 


kérner in Thiazolgelb G 1 : 1000, angetrocknet: 
zenz, nicht aber (zum Unter- UvV-Fluoreszenzaufnahme mit Paraffinél als 
schied von den Farbstoffen der Einschlu&mittel; die Kristalle sind leuchtend 
Tab. 1) eine Konzentrations- gelb, die Starkekérner blau. 
léschung der Sekundarfluores- 

zenz zu bewirken. Am ehesten scheint dies noch bei Rhodamin angedeutet 
Zu sein. 

Sehr kraftige Naf- und Trockenfluorochromierungen lassen sich mit 
Thiazolgelb G (gelb, Abb.3), Akri- 
dinorange NO (rot, Abb. 4) und 
Coriphosphin (gelb bis orange) erzie- 
len. Einbetten der Trockenpraparate 
in Paraffinél ist empfehlenswert. 

Die Feuchtfluorochromierung mit 
dem (sauren) Thiazolgelb fiihrt da- 
bei zu einer charakteristischen gel- 
ben ,,Kantenfluoreszenz*, d. h. zu 
einer Fluorochromierung der daufe- 
ren Schichten des Wiirfels. Das 


Abb. 4. Wie in Abb, 3, jedoch in Akri- Innere des Kristalls zeigt dagegen 

dinorange NO 1:1000; Eiweifkristall Bit santiep erenbinnn sacs w 

leuchtend blutrot (Uberstrahlung!), 20 von der Priméarfluoreszenz 
Stirkekérner crange, stammen kénnte. 


In diesem Zusammenhang sei dar- 
auf hingewiesen, dali wir weder bei Thiazolgelb die schéne azurblaue 
Fluorochromierung (s. S. 305) noch mit Primulin die veilchenblaue an isolier- 
ten Eiweifkristallen erhalten konnten. 

Hier traten nur die gelben Farbténe auf, welchen nach Strugger 
(1937/38, 1939) einer langsam diffundierenden, grobdispersen (polymeren?) 
Phase oder vielleicht einer anderen chemischen Komponente des Farbstoff- 
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gemisches (Harms 1957) zuzuschreiben sind. Dies wiirde auch erklaren, 
warum im Falle des Thiazolgelbs bevorzugt die auReren Wiirfelschichten 
fluorochromiert werden. Die auferen (i. allg. gegen Loésung widerstands- 
fahigeren und wahrscheinlich dichter gepackten) Schichten wirken als 
(mechanisches) Filter fiir die Farbstoffmolekiile bzw. -ionen. Die Kanten- 
fluoreszenz ist nicht auswaschbar und verliert sich erst bei vollstandiger 
Auflésung des Kristalls. 

Erhitzt man gefarbte Trockenpriparate iiber der Gasflamme, so tritt 
z. B. bei Farbungen mit Fuchsin und Thiazolgelb infolge thermischer bzw. 
oxydativer Zersetzung der Farbstoffe eine Ausbleichung der Hellfeld- 
farbung auf. Im UV-Licht entspricht dem eine Konvergenz gegen die Pri- 
miarfluoreszenz, die sich als sehr hitzebestandig erweist (H61z1 und Ba n- 
cher 1958 a). Tintengefarbte Eiweifkristalle konnen durch Erhitzen und 
Zerstérung der beigefiigien Farbstoffe wohl betrachtlich aufgehellt werden, 
die auf Fe-Gallussiure beruhende Fluoreszenzléschung bleibt jedoch be- 
stehen. 


4. Diskussion 


Wie besonders W ykoff und Labaw (z. B. 1955, 1956, 1957) in ganz 
ausgezeichneten nach dem Kohlenabdruckverfahren hergestellten elek- 
tronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt haben, miissen wir uns die 
iierischen und pflanzlichen Eiweifkristalle aus isodiametrischen Makro- 
molekiilen (Eiweifglobuli) nach kristallographischen Gesetzen aufgebaut 
denken. Von den Eiweifwiirfeln der Kartoffel liegen solche Studien schein- 
bar noch nicht vor, doch diirfen wir hier ahnliche Verhaltnisse erwarten. 


Fiir die Farbbarkeit der Eiweifkristalle im nativen Zustand ist zweifel- 
los das Vorhandensein von interglobuliren Zwischenraumen von grund- 
legender Bedeutung, wie dies schon C ohn (1859) angenommen hat. 

Die haufig von innen nach aufen fortschreitende Auflésung, Schich- 
tungs-, Quellungs- und partielle Lésungserscheinungen, sowie eine gelegenit- 
lich zu beobachtende starkere Anfarbung der auferen Schichten (,,Kanten- 
fluoreszenz“) lassen auf einen dichteren Bau derselben schlieBen. Dies ver- 
hindert aber nicht, da starkere Farbung und Entfarbung sehr deutlich 
zentripetal fortschreiten. 

Damit es zu einer vom Untergrund (der Farblésung) sich abhebenden 
Farbung bzw. zu einer Farbstoffspeicherung kommt. sind aber noch Krifte 
notwendig, die eine entsprechende Kumulierung des Farbstoffes innerhalb 
des Kristalls erméglichen. Neben allgemeinen van der Waalschen An- 
ziehungskraften (mit denen die aromatischen Farbstoffmolekiile i. allg. 
reichlich begabt sind) und allenfalls anzunehmender rein mechanischer 
Porenfiillung, scheinen auch hier die elektroadsorptiven Bindungskrafte 
eine gewisse Rolle zu spielen. 

So ergeben sich mit basischen Farbstoffen aus waBriger Lésung in Uber- 
einstimmung mit der nukleoproteidischen Natur (Gold win, Brodskij 
und Fedotina 1956) wasserfeste Farbungen, die sich vielfach durch 
0,2 mol CaCl, wieder (elektroadsorptiv) verdrangen lassen (Kinzel 1953, 
1954). Die Festigkeit der Farbbindungen ist aber keineswegs so einheit- 
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lich, indem sowohl schwichere (z. B. Auramin), als auch stirkere (z. B. Cori- 
phosphin, Methylviolett) und sogar Niederschlagsbildung bzw. chemische 
Bindung (Haimatoxylin und vielleicht auch Gentianaviolett) auftreten. In 
diesem Zusammenhang ist zu betonen, daf wir iiber die Dissoziationsver- 
haltnisse nur einiger Farbstoffe (z. B. Rhodamin, Neutralrot, Methylvioleit 
und Akridinorange) genauer unterrichtet sind. 

Auch einige saure Farbstoffe (Saurefuchsin und Eosin) fiihrten zu einem 
Farbeerfolg, besonders nach Antrocknen. Die Farbstoffbindung scheint 
hier entweder sehr lose (durch Wasser auswaschbar) oder aber ziemlich 
fest zu sein. 

Eine Fluorochromierung von Eiweifkristallen in situ (in den Zellen des 
Schnittes liegend) gelang mit Primulin O und Thiazolgelb G nur bei toten 
Zellen. Im sauren pH-Bereich herrscht anfanglich eine Fluorochromierung 
durch die feindispersen, hochdiffusiblen, blau fluoreszierenden Phasen vor 
(Strugger 1937/38, 1939), die den Weg zu den Kristallen durch die Zell- 
winde und toten Plasmahiillen offenbar leichter und rascher finden. Durch 
das lebende Plasma gelangt aber keines der beiden Fluorochrome in der 
notigen Menge bzw. Geschwindigkeit, wie die an lebenden Zellen aus- 
bleibende Fluorochromierung der Eiweifkristalle beweist. 

So zeigen also hinsichtlich ihres submikroskopischen Baues verhiltnis- 
mafig einfache Gebilde wie die Eiweifwiirfel der Kartoffel bei Farbung 
bzw. Fluorochromierung schon mannigfache Verhialtnisse, die kaum durch 
ein einziges Erklarungsprinzip allein gedeutet werden kénnen. 


Zusammenfassung 


Einige in der Literatur beschriebene ,,vitale“ Fluorochromierungen von 
Eiweifkristallen der Kartoffelknolle wurden nachgepriift und gefunden, daf 
eine Fluorochromierung mit Primulin O und Thiazolgelb G in situ (an 
Kristallen, die in oder auf den Zellen des Schnittes liegen) nur bei toten 
Zellen méglich ist. Die lebende protoplasmatische Hiille verhindert eine 
Fluorochromierung der Eiweifwiirfel. 

Eine Reihe von Farbstoffen (Tabelle 1) und Fluorochrome (Tabelle 2) 
lieRen wir aus wafriger Lésung in der Konzentration < 1: 100 auf iso- 
lierte native Eiweifkristalle einwirken und beobachteten die Farbung und 
Fluorochromierung im nassen und trockenen Zustand (Naf- und Trocken- 
farbung). 

Die basischen Farbstoffe und Fluorochrome lieferten starkere Naf- und 
wasserfeste Trockenfarbungen, die aber in der Mehrzahl durch 0,2 mol 
CaCl, (elektroadsorptiv) verdrangbar sind. Die Farbungen mit Methyl- 
und Gentianaviolett und besonders die mit Hamatoxylin liefen sich mit 
CaCl, nicht nur nicht entfarben, sondern ergaben noch zusiatzlich ein + 
intensives Nachdunkeln. Hier bewirkt das Metallsalz wohl nach Art einer 
Beize Niederschlagsbildung bzw. chemische Bindung des Farbstoffes. 

Die sauren Farbstoffe geben nicht nur aus saurer (Abb. 2), sondern z. T. 
auch aus Lésung in a. dest. Naf-, zumindest aber Trockenfarbung, welche 
bei einigen Farbstoffen mit Wasser auswaschbar ist, bei anderen aber nicht. 
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Informative Versuche lieferten zumindest fiir lufttrockene und _ hitze- 
fixierte Eiweifkristalle einen Umschlagsbereich im sauren Gebiet, was mit 
ihrer nukleoproteidischen Natur (Goldin et al.) und ihrem kernahnlichen 
Farbeverhalten in Einklang steht. 


Neben elektroadsorptiven und allgemeinen van der Waalschen Bin- 
dungs- und Anziehungskraften, diirften chemische Bindungen und allen- 
falls mechanische Porenfiillung (..Kantenfluoreszenz“ mit Thiazolgelb G) 
fiir das leichte Zustandekommen der Anfarbungen verantwortlich sein. 
Voraussetzung ist die ,porése“ Natur der Eiweiftkristalle, wie sie durch 
die Untersuchungen von Wykoff sehr wahrscheinlich gemacht wurde. 

Hochst eindrucksvolle Feucht- und Trockenfluorechromierungen lassen 
sich mit Akridinorange NO (rot, Abb. 4), Thiazolgelb G (gelb, Abb. 3) und 


Primulin O (gelborange) erzielen. 


Herrn o. Univ.-Prof. Dr. K. Héfler, Direktor des Pflanzenphysiologischen 
Instituts der Universitat Wien, danken wir fiir die bereitwillige Erlaubnis, die 
Mittel und Einrichtungen des Instituts zu beniitzen, und Herrn Dr. W. Url fiir 
die Anfertigung der Fluoreszenzaufnahmen Abb. 2 und 3 am Fluorex/Reichert (im 
Original auf Ansco-Farbfilm). 
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Summary of the Scientific Works 
Published by Prof. Dr. W. S. Ijin‘ 


By 
Prof. Dr. W. S. Ijin 


1. Vegetal hydraulic conditions (water-household of 
plants) and carbon assimilation 

Studies on vegetal water-régime and its influence on the assimilation of 
carbon, chiefly with regard to heath-plants under natural conditions. Studies 
on osmotic pressure in roots and leaves, on the regulation of the stomatic 
functions and on the accretion of the vegetal dry-mass. 

The physiology of the stomates has been studied for the first time and 
the physiologic reasons for their regulation have been explained. Further 
items of the study have been the influence of deficiency of water on the 
decay and the synthesis of hydrocarburets and on the dissimilation of 
organic substances. These processes may under certain meteorologic con- 
ditions lead to a considerable decrease in crop-yields. 


2. Influence of salts on the vegetable 
The salts are of varied influence on the plant-tissue and on physiologic 
processes. Some salts are efficient with regard to the hydrolysis, others with 
regard to the synthesis of hydrocarburets (carbohydrates). The salts are 
regulating the activity of the ferments. Their atomic weight and valency 
have the main importance in the course of this process. In producing 
changes in the cellular carbohydrates, the salts cause an increase or de- 
crease of the osmotic pressure and the turgidity of the cells. They also 

regulate the permeability of the plasm for different substances. 


3. Vegetal resistance against salts 
Physiologic process in plants depend on the composition and quantity 
of dissolved salts. The influence of univalent cations increases the effect 
of ferments, hydrolyzing starch which is transformed into sugar. The 
activity of cations depends upon the atomic weight—heigher atomic weights 
lessen the activity. On the other hand, bivalent cations slacken the in- 
fluence of univalent cations and may even annihilate them—this being 


‘1 Frau Anna Iljin iiberlie® der Redaktion in giitiger Weise die beifolgende 
Ubersicht W. S. Iljins iiber seine wissenschaftlichen Arbeiten, die wir — obwohl 
sie von Iljin wohl nicht zur Veréffentlichung bestimmt war — unter Hinweis auf 
die Schriftenliste (S. 192 ff.) mitteilen. 
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dependent upon the concentration. By applying different concentrations 
of different cations, the transformation of sugar into starch and vice versa 
can be regulated. 

By influence of the cations the permeability of the plasm is changing 
easily. Even the least concentration of the cations is bringing about a 
distinctly observable effect and renders the plasm nearly impermeable. 
The activity of the salts also depends on the acid solution. 

Different plants display a different resistance towards the influence of 
different salts. Some plants are particularly affected by natrium, others 
are particularly resistant against calcium. Halophyts belong to the first 
group. The same thing is to be observed in respect to calcium. Plants 
usually growing on lime soil can support without any special damage a 
strong concentration of calcium salts. 


4. Vegetal dessication and revival 


Death of the cells of the plants does not occur during the process of 
dessication, but only when dessicated cells are moistened again. A sudden 
penetration of the dry cell texture by water causes a deformation and de- 
struction of the plasm. Cells are able to revive when they are slowly 
moistened in concentrated sugar solution. In this manner the most tender 
plant tissues can be completely dessicated and afterwards revivified. Some 
of the cells are able to remain in such a state only for some hours, others for 
several days or weeks, others even for months— without losing the ability 
of a revival. 

The size and shape of the cells have an essential and even decisive in- 
fluence on their capacity of losing water without dying. The smaller the 
cell is and the greater its relative surface, the easier it will be for it to bear 
a loss of water because the plasm is in this case enduring the least de- 
formation. 


5. Vegetal death at low temperatures 


The process of dying of the plant cells as a result of freezing is very 
much similar to the one of dessication. Death does not occur during the 
freezing but during the thawing. When a plant is freezing the water retires 
from the cells and crystallizes in the intercellular spaces. As a result of a 
sudden thawing, water again penetrates the cells and thus destroys the 
plasm. When preventing a sudden re-entrance of the water by plunging 
the tissue in a concentrated sugar solution and slowing down the process 
of thawing, the most tender plants may revive. Plants which normally die 
at 4-69C. can be frozen down to 80°C. and may revive again. The con- 
centration of the cell sap does not play any considerable part in the 
resistance of the plants. 


6. Vegetable and soil 


The biochemical composition of the plants is in close connection with 
the composition of the soil. Not only the composition of soluble and un- 
soluble salts in plants can change completely, but also the composition of 
organic combinations can be altered. Calcium is essentially effective and 
plants may be classified in two principal groups, according to their reaction 
to calcium. The first group contains much soluble calcium which is entirely 
or partly in the cell sap. The second group contains no soluble calcium or 
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but very little of it, which precipitates. The calcium sediment is ac- 
companied by organic substances, chiefly by acids and these are in such a 
manner eliminated out of the physiologic exchange. The first group of 
plants is more able to regulate calcium than the second one by way of a 
limitation of the calcium absorption by their roots. 

Calciophilic plants are able to extract calcium also of a soil which 
contains but little of this element. This type of plants is characterized by 
an increased production of malic and citric acids. The more there is cal- 
cium contained in the plant sap, the more there are such acids. For this 
reason the composition of organic acids in plants depends on the soil com- 
position. Grown in lime and alcaline soils, plants contain more organic 
acids than when grown in acid soils. Nature has provided that chiefly 
calciophilic plants are concentrated in the first-named kind of soil, i.e. 
plants rich of soluble calcium and in the second kind calciophobe ones— 
containing little soluble calcium and organic acids. Plants which contain 
oxalic acid are also belonging to the second group. 

Contents of salts and acids depends also on the age of the plants. 
Potassium concentrates principally in young leaves and this contents de- 
creases with growing age. On the other hand, there is almost no soluble 
magnesium and calcium in young organisms. but the concentration of these 
elements is increasing proportionally to the age. The contents of organic 
acids is simultaneously increasing. The quantity of oxalic acid is in close 
connection with the soluble magnesium. The increase of soluble calcium 
and magnesium in the course of the season depends not only on the in- 
fluence of the soil but also on the solution of sediments in the interior of 
the plants. The composition of nitrogeneous combinations in the plants is 
also depending on the soil. 


7. Physiologic types of plants 


A certain type of plants corresponds to a certain type of soil. In order 
to state the physiologic type of a plant many years observation is necessary. 
Such a watching renders it possible to establish the normal curve for sub- 
stances contained in the plants. The composition of substances is regulated 
on the one side by the interior qualities of the organism and on the other 
side by exterior circumstances. If the influence of the internal qualities 
prevails, an average curve for the entire season may drawn. Under the in- 
fluence of external conditions this curve may show slight fluctuations in 
both senses which, however, do not exceed definite limits with regard to sound 
plants. The curve takes a regular course during the season. Albumins, 
aminacids, amids, bases, soluble nitrogeneous combinations and calcium, 
potassium and magnesium salts belong to the above-mentioned substances. 

Other substances, like sugar, starch and organic acids are undergoing 
considerable changes in the course of the season under the influence of ex- 
ternal conditions. Their curve is not equal but is subject to fluctuations 
which differ according to the years. 


8. Biochemical changes of the plants during an illness 


Biochemical analysis of plant fluidness or of different extracts from it 
gives the possibility of stating the kind of the illness in the same manner 
as this is done with regard to medical treatment of men or animals. At the 
present time, the best and accurately studied illness is the limechlorosis, 





Summary of the Scientific Works published by Prof. Dr. W. S. Iljin 319 


i.e. the illness causing the yellowing of leaves of plants grown in alcaline 
and lime soils. 

Sick plants of this kind are rich of potassium and contain relatively 
small portions of soluble calcium and magnesium. They are usually con- 
taining more soluble salts, but the equilibrium between them and the 
bivalent cations is disturbed. They further contain more nitrogen at the 
beginning of the season and this nitrogen is spent in an increased measure 
later on. The sick plants contain a lot of soluble nitrogeneous combinations, 
such as aminacids, amids, bases and soluble albumins. Many plants begin 
to develop to a considerable extent citric acid which is nearly absent in a 
sound plant or of which there is normally but a trifling quantity contained 
in a healthy plant. The illness is of much less influence on sugar, starch. 
malic and oxalic acid contents. The recovery of the plants is accompanied 
by a decrease of such substances which are produced in exceedingly high 
quantities during the illness. The curve of these substances is very much 
going beyond the limits which are strictly kept by sound plants. The curve 
again approaches the normal when the vegetable is recovering. The yellow- 
ing of leaves grown in acid soil is accompanied by other biochemical changes 
which not only are not similar to the alterations which occur during the 
limechlorosis but are just the contrary. 
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Rieger, R. und A. Michaelis: Genetisches und cytogenetisches Wor- 
terbuch. 2. erweit. Aufl. Mit 149 Abb., IV, 648 S. Berlin-Géttingen- 
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Die 2. Auflage des Genetischen und cytogenetischen Worterbuchs ist eine 
iiberaus gelungene erweiterte Neubearbeitung der unter gleichem Titel als 
Sonderheft des ,.Ziichter“ erschienenen 1. Auflage. Das handliche Format, 
der gute Druck und die gute, in klaren Strichzeichnungen ausgefiihrte Illu- 
stration nimmt schon auferlich fiir den vorliegenden Band ein. 

Noch mehr als die 1. Auflage geht die Neubearbeitung iiber eine einfache 
Erklarung bzw. Ubersetzung der nunmehr ca. 4000 bearbeiteten Termini 
hinaus. Die rapide Fortentwicklung der Genetik, der Fortpflanzungsbiolo- 
gie, der Entwicklungsphysiologie, der Ziichtung, der Erkenntnisse der Strah- 
lenwirkungen auf das Zellgeschehen und der vielfach hereinspielenden 
Biostatistik hat in den letzten Jahren zu einem solchen Ansteigen notwendig 
gewordener Fachausdriicke gefiihrt, daf sowohl der Fachmann und ersi 
recht der nicht unmittelbar mit diesen Problemen beschiftigte Biologe, 
Mediziner oder Schulmann mit Dankbarkeit nach diesem vorziiglichen Weg- 
weiser durch das Gestriipp der genetischen und cytogenetischen Terminolo- 
gie greifen wird. 

Fir eine schnelle Orientierung vermag das Woérterbuch, das besser eine 
kurze Enzyklopadie zu nennen ware, das Studium einschlagiger Biicher und 
Schriften zu ersetzen, da die einzelnen Begriffe nach Angabe einer kurzen 
Definition, in kritischer Weise vielfach recht ausfiihrlich erliutert werden. 
Besonders begriifenswert ist, da hinter jedem Terminus, soweit er sich 
auf einen bestimmten Autor zuriickfiihren laBt, dieser in Klammer mit 
Literaturangabe angefiihrt ist. 1500 Literaturhinweise stellen die Beziehung 
zu den Originalarbeiten her. Soweit es sich um deutschsprachige Fachaus- 
driicke handelt, sind die entsprechenden Termini der anglo-amerikanischen 
Literatur am Schluf in Klammer angefiigt. Aber auch diese Ausdriicke 
finden sich im Stichwortverzeichnis mit einem Verweispfeil an der entspre- 
chenden Stelle im Alphabet. Auch sonst ist von Verweispfeilen in vorteil- 
hafter Weise haufiger Gebrauch gemacht. 

Autoren und Verleger sind zu dieser stattlichen Neuauflage zu begliick- 
wiinschen. Das umfangreiche Buch wird sicher sehr viele interessierte Be- 
niitzer finden. R. Bieb1 (Wien) 


Herausgeber, Eigentiimer und Verleger: Springer-Verlag. Wien I, Mélkerbastei 5. — Fiir den Inhalt ver- 
antwortlich: Prof. Dr. Friedl Weber, Graz, Schubertstr. 51, Prof. Dr. Josef Spek, Rostock, Zoologisches In- 
stitut, und Prof. Dr. Karl Héfler, Universitat Wien. — Druck Adolf Holzhausens Nfg., Wien VII, Kandlg. 19-21 





Protoplasma, Band L, Heft 2 





Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt: 
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Die vorliegende Schrift hat es sich zum Ziele gesetzt, aus zahlreichen gesicherten Ergeb- 
nissen der Biologie, des Tier- und Pflanzenreiches die These zu stiitzen, daB jedes Werden 
gesetzmaBiger Form des Lebendigen an eine formative Energie der Zellen gebunden ist, 
die in der Zygote ihr Maximum hat. Es wird weiters untersucht, was sich iiber die Quan- 
titét solcher formativer Energie aussagen la8t. Ein Uberschu8 derselben in der Zygote ~ 
erméglicht das Zustandekommen einer Vielheit von Individuen auf'verschiedene Art. Diese 
formative Energie ist streng zu trennen von der Proliferationskraft der Zellen; beide sind 
allerdings gewéhnlich aneinander gekoppelt, doch lassen sich Beispiele fiir das klare Uber- 
wiegen der einen oder anderen angeben. Geschwiilste werden definiert als Bildungen, die 
bei erhaltener oder gesteigerter Proliferation und Mangel formativer Krafte zustandekommen 
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Die morphologischen Wissenschaften. —- Was ist Form? — Die Form der lebendigen Substanz. — Entwick- 
lungsmechanik. — Kriterien der Entwicklungsarbeit. — Beispiele aus der. Zoologie und Botanik (Einzeller, 
Coelenteraten, Acoele Turbellarier, Begonie, Mikrostomum lineare, Taenien, Vaccinium, Eiche, Croccus, Kopf- 
weide). — Parthenogenese. — Der Sinn der Befruchtung (Verjiingungshypothesen der Befruchtung im Sinne 
der Proliferationsanregung, Proliferation und Morphogenese. An die Befruchtung ist die Neuentstebung forma- 
tiver potentieller Energie gebunden, Gesamtmengen reifer menschlicher Ei- und Samenzellen, Individuelle 
Unterschiede innerhalb einer Population). — Beziehungen des Form- zum Geschwulstproblem. — Zusammenfassung 
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